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SPECTROSCOPIE DE CHLOROPLASTES EN SUSPENSION 
Résumé 
Chez les végétaux supérieurs, le chloroplaste est le siêge de la 
photosynthêse. Une vue en coupe d'un chloroplaste révêle un réseau mem-
branaire, les thylakoides, baignant dans un espace d'apparence granuleu-
se, le stroma. A 1 'intérieur du systême lamellaire, on y retrouve la chlo-
rophylle et les autres pigments photosynthétiques. 
Comme les pigments dans les organites photosynthétiques sont fluo-
rescents, on peut se servir de cette propriété pour étudier les processus 
photophysiques des chloroplastes en suspension. 
Les mesures de fluorescence sont faites a 1 laide d'un spectrofluo-
rimêtre laser, équipé d'une cellule photovoltaique sensible dans le rouge 
et le proche infra-rouge. 
Les systêmes fluorescents utilisés sont les chloroplastes intacts 
(classe 1) et les chloroplastes cassés (classe II) de feuilles d'épinard. 
On obtient les deux classes de chloroplastes en les centrifugeant sur gra-
dient de densité. 
La microscopie électronique et la réduction du ferricyanure de po-
tassium (réaction de Hill) sont les deux techniques qui nous ont permis 
de révéler la nature des chloroplastes. Pour mesurer la réaction de Hill 
en continu, il a fallu construire un photomètre pouvant mesurer de fai-
bles changements d'absorbance. 
A basse température (77 K), il existe une corrélation entre l'état 
des chloroplastes et leur? paramètres de fluorescence . Ce sont les rap-
ports F 690/F 683 et F735/F 683 qutnous indiquent que la corrélation existe. 
Quelques tentatives ont été faites pour détecter la phosphorescence 
de la chlorophylle ~ vivo. Aucune émission de phosphorescence nia été 
détectée jusqula présent dans le proche infra-rouge. 
R.M. LEBLANC 
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INTRODUCTION 
Dans le processus primaire de la photosynthêse, la chlorophylle 
(chl) sert a deux fonctions principales: 
i) absorber la lumiêre et transférer l'énergie absorbée 
au centre réactionnel, 
ii) induire les réactions photochimiques primaires au cen-
tre réactionnel. 
Aprês l'absorption d'un quantum de 1umiêre,la chlorophylle qui : 
était a l'état fondamental passe a l'état singulet excité. 
C'est principalement dans cet état énergétique que peut s'opérer le 
transfert de l'énergie ou l'induction des réactions photochimiques 
primaires. 
Cet état énergétique (ou plus précisément le premier état singulet 
excité) subit la compétition - des autres- pr-ocessus dë- dissipation -énergéti-
que\ en l'occurrence, la fl uorescence, 1 a convers i on interne, l a conver-
sion intersystême vers la formation de l'état triplet et le quenching. 
Parmi les processus de dissipation de l'énergie d'excitation, la fluo-
rescence est le processus compétiteur le plus connu. La spectroscopie de . 
fluorescence est une excellente technique pour connaître l'état physique 
d'un système fluorescent. 
Le processus de désactivation le plus méconnu et souvent le 
plus controversé est la formation de l 'état triplet; sa participa-
tion dans les processus primaires devient de plus en plus considérée. 
Le processus de désactivation associé â l 'état triplet, soit la 
phosphorescence, devient donc le traceur idéal qui prouvera inévitable-
ment la présence de l 'état triplet. 
Le but de ce projet est de préciser les paramètres de fluorescen-
ce (à 77 K) de chloroplastes intacts et de chloroplastes cassés séparés 
sur gradient de densité. 
Nous voulons également essayer de démontrer la phosphorescence 
dans le proche infra-rouge de la chl ~ ~ vivo. 
2 
CHAPITRE l 
NOTIONS GENERALES SUR LA PHOTOSYNTHESE 
• 
1.1 Importance de la photosynthèse 
La photosynthèse est le processus qu'a trouvé la nature pour 
transformer l'énergie lumineuse en énergie chimique utilisable par 
les êtres vivants. 
Depuis que le philosophe anglais J. Priestley a découvert en 
1772 (Disch 1977) que les plantes vertes émettaient de l'oxygène et 
que Lavoisier, quelques années plus tard, eut démontré que les êtres 
vivants exhalaient du gaz carbonique à la suite de la combustion d'oxy-
gène de l'air, on a pu évaluer toute l'importance de la photosynthèse 
dans la nature. 
4 
En effet, grâce aux molécules de chlorophylle contenues dans leurs 
cellules, les plantes vertes transforment l'énergie lumineuse du soleil 
pour produire les sucres nécessaires à leur subsistance à partir de l'eau 
disponible dans la nature et du gaz carbonique disponible dans l'atmos-
phère environnante. Ce processus n'aurait en lui-même rien d 'extraordinai-
re s'il n'était accompagné en même temps de production d'oxygène. 
Ainsi donc, les plantes captent le CO2 résultant de la respiration 
de tous les êtres du règne animal. brisent les molécules d'eau pour fabri-
quer sucres et amidon (hydrates de carbone) dont se nourrissent les êtres 
vivants et réémettent dans l'atmosphère l'oxygène indispensable à la respi-
ration (schéma 1). C'est dire l'importance fondamentale de ce processus 
dans la nature. 
REACTIONS CLAIRES 
.-/'°2 
...... 2 H+ 2 H20 '\ ~----\ ~-- ~-7 
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SCHEMA 1 CHIMIE DE LA PHOTOSYNTHESE 
01 
1.2 Morphologie d'un chloroplaste 
Chez les végétaux supérieurs, le processus de la conversion de 
l'énergie solaire en énergie chimique ne pourrait se produire sans 
l'organite particulier, siège de la photosynthèse, le chloroplaste. 
Le contenu d'un chloroplaste est retenu par une enveloppe qui 
se compose de deux membranes dans un espace renfermé. Une vue en cou-
pe d'un chloroplaste (schéma 2) révèle un réseau membranair,e, les thy-
1 akol des, baignant dans un espace d'apparence granuleuse, le stroma. 
A l'intérieur ou sur le système lamellaire on retrouve la chlorophylle 
et les autres pigments. 
Dépendamment du type de chloroplastes, on trouve les pigments dis-
tribués également sur les disques lamellaires ou concentrés dans une ré-
gion spécifique du disque. Si ces régions spécifiques s'empilent les 
unes par dessus les autres, l'empilement complet est appelé granum. La 
matrice ou le stroma du chloroplaste est trouvé à l'intérieur et dans 
l'environnement du système lamellaire. En plus du système lamellaire, 
on trouve en particulier dans la matrice, des granules, des globules 
lipidiques et des fibres d'amidon. 
1.3 Séguence des réactions de la photosynthèse 
La synthèse des hydrates de carbone, le dégagement d'oxygène et la 










SCHEMA 2 SCHEMA D1UN CHLOROPLASTE 
( Ga 11 i nie r 1974) 
""-J 
séquence de réactions~ Nous allons maintenant reprendre certains aspects 
concernant les processus primaires et secondaires de la photosynthèse. 
L'absorption de la lumière est le premier acte de la photosynthèse; 
la vitesse d'absorption d'un quantum d'énergie est de 10-15 seconde. La 
formation des glucides est la dernière étape de la photosynthèse; cet-
te synthèse résulte des réactions enzymatiques qui peuvent prendre plu-
sieurs secondes. 
La période de temps entre l'absorption d'un photon et la synthèse 
d'un glucide peut être divisée arbitrairement en trois grandes étapes 
(Kamen 1963): 
1. L'étape des radiations physiques: elle dure de 10-15 ~ 10-6 s ; 
8 
c'est la période de temps pendant laquelle se produit le processus d'excita-
tion, la migration physique et le piégeage de l'énergie d'excitation. La sé-
quence de ces évènements est la suivante: 
Ch1 g + hv ) Ch1* s (excitation) ( 1 ) 
Chl * ) Ch1* (conversion i nter- (2) s t système 
Ch1* + Ch1 ) Ch1 + Ch1* (transfert de (3) s l'énergie d'excitation) 
Ch1* ) Ch1 g + hv 1 (f1uorescence)(4) s 
Ch1* + P ) p* + Ch1 g (p i ègeage de (5) s l'énergi e) 
00 
et 
Chl g - la chlorophylle a l'état fondamental 
Chl s - la chlorophylle à l'état excité singulet 
Chl t - la chlorophylle à l'état triplet 
P - piège énergétique 
2. L'étape de la photochimie: elle dure de 10-10 a 10-3 sec.; 
c'est la période de temps pendant laquelle quelques unes des réactions 
ci-haut mentionnées se complètent; la séparation de charges ou les réac-
tions d'oxydo-réduction primaires sont aussi mises en jeux. Trois voies 
possibles peuvent exprimer les réactions d'oxydo-réduction primaires: 
+ - (6) OoPtA-E O.P.A . + - + - (7) O.P.A ) O.P.A 
+ - + - (8) O.P.A ) O.P.A 
00 0 - le .donneur primaire d'électron 
0+ - le donneur primaire d'électron sous sa forme oxydée 
A - l'accepteur primaire d'électron 
A - l'accepteur primaire d'électron sous sa forme réduite 
et p 
- le piège énergétique 
3. L'étape de la biochimie: elle dure de 10-4 a 10-2 sec.; 
c'est la période de temps pendant laquelle les transporteurs d'électrons 
et les enzymes sont mis en jeux; le résultat final est le dégagement d'oxy-
gène et la fixation du CO2. Cette étape peut se résumer comme suit: 
9 
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+ -O.P.A. + t N A 0 p+ + H+ ) O:P.A. + t N A 0 P H + t H: (ré-
duction du NAOP+ ) (9) 
+ 
+ t H20 ) O.P.A. + (dégagement d'oxy-O.P.A. + ! 02 + H gène) (1O) 
+ - + AOP + P. > ATP (11 ) O.P.A. + O.P .A. 1 
CO2 + 2 NAOPH + 3 ATP > (CH 0) + 2 NAOP + 3 AOP + 3 P. (fi~ation du carbone) l (12) 
où NAOP nicotinamide-adénine-dinuc1éotide-phosphate 
NAOPH - dihydronicotinamide-adénine-dinuc1éotide-phosphate 
AOP - adénosine-di phosphate 
ATP - adénosine-triphosphate 
1.4 Le concept de l'unité photosynthétigue 
Emerson et Arnold (1932) établirent qu'un groupe d'environ 2400 
molécules de chlorophylle ~agisse en coopération d'une manière ou d'une 
autre lors du dégagement d'une molécule d'oxygène. Puisque quatre atomes 
d'hydrogène (ou électron) doivent être transférés de l'eau vers le bioxy-
de de carbone pour accomplir ce processus, environ 600 'molécules de chlo-
rophylle doivent coopérer dans le transfert d'un électron. 
Dans le modèle de deux réactions lumineuses de la photosynthèse, 
chaque électron doit être transféré en deux étapes, de telle sorte que 
le groupe de 600 molécules de chlorophylle doit être divisé en deux sous-
gro~pes, probabl~nent de 300 molécules chacun. Ce sous-groupe de 300 mo-
lécules est appelé unité photosynthétique (PSU) parce qu'il est la plus 
petite quantité de chlorophylles qui sert au transfert d'un électron 
vers le piège énergétique. 
Le concept de l'unité photosynthétique fut également appuyé par 
d'autres auteurs (Arnold et Kohn, 1934; Gaffron et Wohl, 1936 a, b; Tho-
mas et Coll, 1953). 
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1.5 Schéma de la réaction claire; deux systèmes de pigments et 
deux réactions lumineuses. 
Pour expliquer les processus de la photosynthèse il faut un mo-
dèle qui doit satisfaire les données expérimentales suivantes: 
Emerson et Lewis (1943) montrent qu1une courbe du rendement quan-
tique de la photosynthèse œps en fonction de la longueur d10nde de /la lu-
mière ne demeure pas constante sur tout le spectre. Ils découvrent que le 
rendement de la photosynthèse était plus grand lorsque la lumière rouge (À 
< 700 mm absorbée par la chl ~) et la lumière rouge lointaine (À > 700 mm 
absorbée par chl ~) sont appliquées simultanément que 10rsqu1elles sont 
utilisées séparément. 
Puis, Emerson et Coll (1957) découvrent qu10n peut éviter le IIred 
dropll. On augmente ainsi le rendement quantique dans cette région si la 
lumière est absorbée par les pigments accessoires. Nous avons donc un a-
jout au processus d1absorption de la lumière rouge lointaine par la chl a. 
Emerson (1958) suggère aussi que llexcitation simultanée de la chl a 
et des pigments accessoires est nécessaire pour obtenir des rendements 
quantiques élevés et que la chl ~ seul est inefficace dans la photosynthè-
se. 
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Les études sur la fluorescence de la chl ~ accomplies par Duysen (1952) 
étaient en conflit avec les idées dlEmerson car Duysen avait montré que la 
chl ~ était 1 'entité photochimique primaire et que les pigments accessoires 
avaient un rôle indirect dans la collection de 1 'énergie et son transfert 
a la chl a. 
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Emerson et Rabinowitch (1960) rejetèrent 1 'idée que la chl ~ est l'en-
tité primaire d'une réaction lumineuse. Comme alternative, ils suggérèrent 
que deux formes différentes de chl a sont les entités de deux réactions lu-
mineuses différentes. 
Les spectres d'excitation (French et coll. 1960; Govindjee et Rabino-
. witch 1960) vinrent ~onfirmer cette hypothèse. 
L'effet de Blinks (1957) et les cinétiques de fluorescence de la chlo-
rophylle ~ de Kautsky et coll. (1960) confirmèrent 1 'hypothèse des deux réac-
tions lumineuses. 
Ainsi le concept de 1 'effet d'Emerson et les autres effets ajoutés au 
schéma suggéré de Hill et Bendall (1960) donnèrent naissance au fameux schéma 
en forme de Z du transfert d'électron photosynthétique qui postule deux réac-
tions lumineuses opérant en ' série (voir scnéma 3). 
1.6 Les processus primaires et les processus secondaires de la photo-
synthèse 
D'une autre manière, il convient de diviser la photosynthèse en 
processus primaires et en processus secondaires (Barber 1976). 
Les processus primaires sont les réactions lumineuses qui incluent 
l'absorption des quanta et leur utilisation pour conduire les électrons 
+ provenant des molécules d'eau au NADP. Ces processus qui s'accomplis-
sent à l'intérieur des membranes du chloroplaste (thylakoides) nécessi-
tent une série de réactions d'oxyda-réduction et produisent aussi une 
synthèse nette d'ATP. 
Selon le schéma 3, pour transférer chaque électron provenant de 
+ l'eau au NADP , deux photoréactions agissent en série, soit le photo-
système II fS II) et le photosystème 1 (PS 1). Chaque photosystème 
. 
possède son propre complexe de pigments (antennes) collectant la lu-
mière et transférant efficacement le photon absorbé à son centre de 
réaction. 
Dans le centre de réaction du PS II, l'acte primaire produit un 
oxydant fort Z+ et un réducteur faible Q- alors que dans le PS 1 un 
oxydant faible p+ est formé avec un réducteur fort X-. L'oxydant 
+ -fort Z est capable d'arracher les électrons de l'eau alors que X 
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SCHEt~A 3 SCH EMA OES OEUX REACTIONS LUMINEUSES 




Une chaîne transporteuse d'électrons relie le PS II au PS 1. On 
retrouve dans cette chaîne transporteuse d'électrons les composantes sui-
vantes. 
B - cytochrome b 559 
PQ - plastoquinone 
Cytf - cytochrome f 
PC - p1astocyanine 
Au niveau du PS l, les électrons sont transférés du réducteur fort X 
au NADP+ via les composantes suivantes. 
FRS - substance réduisant la ferrédoxine 
FD - ferrédoxine 
R - réductase de la ferrédoxine - NADP+ 
Le schéma 4 est une présentation macroscopique des évènements ci-haut 
mentionnés. On remarque dans ce schéma que les deux photosystèmes sont liés 
entre eux par l'interaction de Q~ et p+; l'énergie libre libérée dans ce 
1 
processus est utilisée pour la synthèse de l'ATP (réaction 11, p. 10). 
L'ATP et le NADPH serviront ultérieurement ~ réduire le CO2 en glucide (réac-
tion 12, p. 10). L'intégration du CO2 atmosphérique s'effectue dans le stro-
ma au cours d'une série de réactions que schématise le cycle de Benson Bass-
ham et Calvin. 
Le centre de réaction du photosystème II serait composé d'un photo-
récepteur chromatophore (P680) associé au couple donneur-accepteur d'élec-
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Deux mécanismes expliquant le fonctionnement du centre de réaction 
PS lIant été suggérés. 
Celui de Doring et coll. (1969) où le photorécepteur excité est l'en-
tité qui facilite un échange direct d'électron entre Z et Q. 
h \! '\. .. + Z Ch l a Q - - - - -" Z Ch l *a Q - - - 7 Z Ch l a Q 
Dans le second mécanisme (Butler 1972), la molécule de Chl ~ photoré-
ceptrice est elle-même oxydée. 
Cette forme de Chl ~ qui serait le piège énergétique du PS II fut dé-
signé P 680 (Floyd et coll. 1971). 
L'espèce Z serait le donneur primaire d'électron; on lui associe des 
interactions avec l 1 enzyme S "enzyme impliqué dans le bris de la molécule 
d'eau" et l laccepteur primaire d'électron. 
(13 ) 
L'entité Q serait l laccepteur primaire d'électron. Comme la photoré-
duction de Q est accompagnée d'un changement d'absorbance à 550 nm, on le dé-
signe aussi par C 550. 
Le centre de réaction du PS l serait le P 700, une paire de molé-
cules de chlorophylle a (Ch1sp), dans un environnement spécialisé. 
La Chlsp, qui possède une bande d'absorption près de 700 nm , fut 
découverte par Kok (1956) en observant la disparition des bandes d'absorp-
tion près de 430 et 700 nm. Quelques modèles de sa structure ont été pro-
posés, en particulier celui de Fong et de Shipman et coll. 
Dans le modèle de Fong (1976), deux molécules de chlorophylle ~ sont 
retenues ensemble par deux molécules d'eau; le dimère participerait a 
l'équilibre 2 chl ~ H20~(Ch1 ~ H20)r Chaque molécule d'eau serait liée 
au magnésium d'une molécule de ch10rophy11e~; elle serait de plus 
liée par un pont hydrogène .au c~rbométhoxy (C = 0) de l'autre molécule de 
chlorophylle ~. 
Quant au modèle de Shipman et coll. (1976) sa représentation schéma-
tique est la suivante: 2 chl ~ ·R1-O-H, où Rl peut être un hydrogène, un 
groupement éthyl o~ une protéine. Dans ce modèle, deux molécules de ch10-
rophylle ~ sont retenues ensemble par des ponts hydrogène; cette interac-
tion se fait entre le H de Rl-O-H et un cycle qui contient un C = 0 dans 
le macrocycle de la chlorophylle (cycle V). L'oxygène de Rl-O-H est lié 
au Mg du macrocycle. Les deux molécules de chlorophylle ~ sont également 
retenues par des interactions du type n - n de van der Walls; suite à 
l'empilement de deux macrocycles de chl a l'interaction se produit au ni-
veau des cycles de chaque macrocycle. 
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Les processus secondaires sont une série de réactions biochimiques 
connues sous le nom de cycle Benson-Bassham-Calvin qui utilise le NADPH 
et l'ATP "photoproduit" pour réduire le CO2 en glucide. Une représenta-
tion schématique de ce cycle est donnée au schéma 5. 
Dans une première étape, un sucre en C5, le ribulose 1,5-diphospha-
te est dismuté en deux molécules diacide 3-phosphoglycérique (ou glycéra-
te 3-phosphate). Cette réaction est capitale: clest a son niveau que 
s'effectue 1 'intégration du gaz carbonique de l'air. 
Au cours d'une deuxième étape, 1 'acide 3-phosphoglycérique est ré-
duit en glycéraldéhyde 3-phosphate. Cette étape consomme le NADPH et 
une partie de l'ATP photoproduits. 
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Puis, préalableme~~ a la regénération des molécules de ribulose 1,5-
diphosphate, il apparatt "des oses phosphorylés en C6 (fructose) en C4 (érythro-
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SCHEMA 5 CYCLE DE BENSON - BASSHAM ET CALVIN 
Abréviations 
RuDP ribu10se 1,5-diphosphate 
3PG acide 3-phosphoglycérique 
G3P glycéraldéhyde 3-phosphate 
DHAP dyhydroxyacétone phosphate 
FOP fructose 1,6-diphosphate 
F6P fructose -6-phosphate 
G6P glucose 6-phosphate 
E4P érythrose 4-phosphate 
X5P xylulose 5-phosphate 
SDP sédoheptulose 1,7-diphosphate 
R5P r i bose 5-phosphate 
Ru5P ribulose 5-phosphate 
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1.7 Les processus primaires gui conduisent à la photosynthèse 
Le concept fondamental qui explique les phénomènes photophysi-
ques et photochimiques de la photosynthèse est celui de 1 'unité photo-
synthétique. 
On sait que ce concept exprime le fonctionnement coopératif de 
la chlorophylle ~ vivo d'abord comme antenne collectrice des photons, 
puis comme milieu de circulation des excitons et finalement comme cen-
tre réactionnel d'où s'opère la conversion de l'énergie lumineuse en 
énergie chimique. 
Soit un photon, absorbé par les chlorophylles collectrices et 
migrant vers le centre de réaction, on assume immédiatement que l'éner-
gie d'excitation servira à la photosynthèse. On dira que tous les pro-
cessus engendrés entre le moment où le photon est absorbé et le moment 
où il est piégé conduisent directement à la photosynthèse. Par opposi-
tion, les autres processus (par exemple, la fluorescence) qui ne con-
duisent pas à la photosynthèse seront les compétiteurs de la photo-
synthèse. 
Les événements primaires qui conduisent à la photosynthèse peu-
vent être divisés en trois étapes: 
1) L'absorption de la lumière et la formation d'états électro-
niques excités de molécules pigmentaires. 
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2) Le transfert de l 'excitation électronique d'une molécule ~ une 
~utre de l'appareil pigmentaire. 
3) Le piégeage de l'excitation à un site particulier connu sous 
le nom de centre de réaction et l 'initiation de transferts 
d'électron des donneurs aux accepteurs. 
Nous allons maintenant reprendre en détail ses grandes étapes de 
la photosynthèse. 
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1.7.1 L'absorption de la lumière 
La présente section a pour but de rappeler les notions fondamen-
tales sur l'absorption de la lumiêre et les transitions électroniques. 
Les textes de références sont essentiellement ceux de Hercules (1967) et 
Mousseron-Canet et Mani (1969) . 
Une réaction photochimique est due à 1 'absorption d'une radiation 
électromagnétique. Selon la théorie quantique de Planck, cette absorption 
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d'énergie se fait par étape, chaque étape ou transition correspond a l'àb-
sorption d'un "quantum" d'énergie (photon). L'énergie de ce quantum, E, 
est donnée par l'équation de Planck: 
E .. hv (1) 
où h est 1 a constante de Pl anck et v 1 a fréquence de 1 a radi ati on 
absorbée. L'équation de Planck peut s'écrire sous la forme 
E h c 
À 
(11) 
où c est la vitesse de la lumiêre et À est la longueur de la radiation. 
On appelle transition électronique le passage d'un électron d'une 
orbitale électronique ~ une autre orbitale électronique. L'état fondamen-
tal d'une molécule est son état normal et correspond ~ une énergie minimum. 
Il y a pour chaque molécule un seul état fondamental. 
L'absorption d'énergie par une molécule se traduit par trois types 
de transition: 
1) transition électronique 
2) transition vibrationne11e 
3) transition rotationne11e 
Comme les transitions électroniques, les mouvements de rotation et 
de vibration des molécules sont quantifiés. Les énergies correspondantes 
aux transitions électroniques sont comprises entre 40 et 250 kca1jmo1e tan-
dis que les transitions vibrationne11es et rotationnelles sont beaucoup 
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plus faibles (1 ~ 10 kcaljmo1e et 0.1 kca1jmole respectivement). Il en 
résulte que, pour chaque niveau électronique d'une molécule, on aura des 
sous-niveaux vibrationnels et pour chaque sous-niveau vibrationne1 des sous-
niveaux rotationne1s. 
On appelle état électroniquement excité d'une molécule, un état résul-
tant d'une transition électronique. Le schéma 6 représente schématiquement 






















SCHEMA 6 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES ENERGIES POTENTIELLES D1UNE MOLECULE 







Pour la plupart des molécules organiques dans leur état fonda-
mental, tous les électrons ont leurs spins appariés. Un tel état est 
appelé "état singulet". Une orbitale moléculaire est représentée dans 
le schéma 7; ~ l'état fondamental elle est accompagnée par deux élec-
trons appariés (7 A), tandis que l'orbitale de plus haute énergie est li-
bre. Au cours de la transition, un des électrons va passer dans cette 
orbitale inoccupée. La règle de conservation du spin de Wigner nécessi-
te une conservation du moment résultant de spin du système ce qui indi-
que que l'électron doit conserver son spin au cours de la transition. -
L'état excité sera donc un état singulet (7 B). Cependant, la règle de 
Wigner peut être violée par une interaction spin-orbite, l'électron peut 
renverser son spin au cours de la transition. On obtient un état triplet 
(7 C). 
Les termes de "singulet" et de "triplet" proviennent de la multipli-
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cité des raies correspondantes en spectroscopie; un singulet possède un mo-
ment résultant de spin nul (S :: /t -tl = 0), sa multiplicité est (2S + 1) 
= 1; un triplet a un moment résultant de spin unitaire (S = / t + tl ~ 1), 


















1.7.2 L'absorption de la lumière par les pigments photosynthétigues 
Les différents pigments photosynthétiques peuvent être classifiés 
en trois groupes principaux: les chlorophylles, les caroténoides et les 
phycobilines. La fonction de ces pigments est de fournir aux plantes un 
système efficace pour absorber la lumière sur tout le spectre du visible 
(Rabinowitch et Govindjee 1969). Cette énergie est alors transférée aux 
centres réactionnels où elle est utilisée pour les réactions photochimi-
ques. 
Il y a deux sortes de chlorophylles chez les plantes supérieures 
et chez les algues vertes: la chl a et la chl b. Ces dernières son so-
lubles dans les solvants organiques. La chl a est le pigment majeur et 
elle est présente chez tous les organismes photosynthétiques qui émettent 
l'oxygène. Plusieurs formes de chlorophylles ont été postulées: chl a 
660, chl a 670, chl a 680, chl ~ 685, chl ~ 690 et la chl a 700-720, le 
nombre indiquant leur maximum respectif dans le spectre d'absorption 
(French 1971). 
Les formes de chl ~ qui absorbent aux plus courtes longueurs d'onde 
sont fluorescentes et sont prédominantes dans le PS II. Les formes chl a 
qui absorbent aux plus grandes longueurs d'onde sont faiblement fluores-
centes et sont prédominantes dans le PS 1. 
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La chl ~ présente chez toutes les plantes supérieures et chez 
les algues vertes possède son maximum d'absorption a 650 nm. La ma-
jeure proportion de la chl ~ est présente dans le PS II. 
1.7.2.2 - Les caroténoTdes 
Ce sont les pigments jaunes et oranges trouvés dans presque tous 
les organismes photosynthétiques. Ils sont solubles dans les solvants 
organiques. Il y a deux sortes de caroténofdes: 
1) Les carotènes, parmi lesquels le B-carotène est le plus 
commun, sont des hydrocarbures. 
2) Les caroténols sont des alcools; leur nom commun est 
celui de xanthophylle. 
On accepte généralement que la plupart des carotènes sont présents 
dans le PS l et les xanthophylles dans le PS II. 
Les caroténoides absorbent la lumière dans la région spectrale si-
tuée entre 400 et 500 nm. 
Les autres pigments photosynthétiques connus sont les phycobilines 
présents surtout chez les algues bleu-vertes et rouges. Il y a deux sor-
tes de phycobilines: 
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1) Les phycocyanines présentes chez les algues b1eu-
vertes et dont le maximum d'absorption est approxi-
mativement à 630 nm. 
2) Les phycoérythrines présentes chez les algues rouges 
et dont le maximum d'absorption se situe à :540 nm. 
Mentionnons aussi la bactérioch1orophy11e (B-ch1), le pigment ma-
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jeur des bactéri es photosynthéti ques. La B-çh 1 est une tétrahydroporphyri ne • 
~ vivo, la bactérie pourpre Chromatium présente des bandes d'absorption à 
HOO, 850 et 870 nm: tes bandes seraient dues à la bactériochlorophylle ~. 
1.7.3 La formation des états électronigues excités 
Lorsqu'un photon d'énergie appropr~e frappe une molécule de chloro-
phylle ~, le pigment se trouve dans un état excité en moins de 10-15 secon-
de. 
Il y a deux principaux états excités permis à la chlorophylle ~ . 
L'absorption de la lumiêre rouge (longueur d'onde d'environ 680 nm) élève 
la molécule au niveau excité le plus bas et le plus important, appelé le 
premier état excité singulet, Sl (Schéma 8). La lumière bleue(longueur 
d'onde d'environ 440 nm) élève la molécule à un état excité singulet supé-
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La transition du niveau fondamental vers un niveau excité singulet 
peut avoir lieu a n'importe lequel des sous-niveaux vibrationne1s et rota-
tionne1s de 1 'état fondamental et se terminer a n'importe lequel des sous-
niveaux de 11 état excité (Schéma 6). 
Considérons une molécule de chlorophylle passant, par absorption 
d'un photon, a 1 'état excité singulet S3 ou plus exactement a un niveau 
vibrationnel N de 1 'état S3' Les molécules élevées a ces états excités 
retournent ~u premier état excité singulet dans un temps de 11 0rdre de 
10-13 a 10-14 s. 
Le retour au premier état excité singulet est accompli à travers 
les transitions séparant les sous-niveaux vibrationnels et rotation-
nels. Chacune de· ces transitions est si faible en énergie que les lon-
gueurs d'onde correspondantes ne sont pas perçues comme radiation, mais 
seulement comme chaleur. Ce processus est appelé conversion interne 
(Schéma 6); 1 'énergie est dégradée sous forme de chaleur. Il contri-
bue seulement au mouvement cinétique des molécules, et non a la photo-
chimie. 
Le passage de la ch1 ~ de 1 'état fondamental au premier état 
excité singulet est une étape primordiale dans le processus de la photo-
synthèse. 
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A ce niveau dlénergie, plusieurs voies sont ouvertes à la chloro-
phylle (Schéma 9). 
Elle peut dissiper son énergie dlexcitation sous forme de chaleur par 
conversion interne; 
* chl - - - - -7 chl + chaleur (15 ) 
elle peut passer dans un autre état excité à caractère différent, appe-
lé llétat triplet (réaction 2, p. 8); 
elle peut retourner à l létat fondamental en émettant un quantum de 
lumière, quantum de fluorescence et/ou phosphorescence (réaction 4, p. 8); 
elle peut transférer son énergie à une molécule voisine appropriée 
(réaction 3, p. 8); 
ou elle peut entrer dans une réaction chimique qui est caractéristi-
que des pigments du PS l et du PS II. Ce dernier processus est le plus impor-
tant mais cela ne signifie pas qulil soit le seul processus à se produire. 
Nous faisons remarquer à propos du schéma 9 que les flèches continues 
indiquent que le processus de dissipation a déjà été démontré expérimentale-
ment tandis que les flèches pointillées indiquent que le processus nia ja-
mais été démontré. 
La dissipation de l lénergie à partir de l létat triplet ou encore le rô-
le de l létat triplet dans la photosynthèse sera discuté au chapitre IV de ce 
mémoire. 
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1.7.4 Le transfert et la migration de l'énergie 
L'existence des unités photosynthétiques permet une utilisation 
plus efficace de l'énergie absorbée. Ces unités engagent la migration 
de l'énergie d'excitation a travers le labyrinthe des centaines de molé-
cules .de.. ch l orophyl le __ hj~~9u'à ce .. que ·1 ~~n~!..gJ~_. a1~eigJ!.e f inaleJ11ent le 
centre de réaction où elle est convertie en énergie chimique. 
Le processus de la migration de l'énergie d'excitation a travers 
le même type de molécules engage des transferts d'énergie homogènes. 
Qe plus, l'énergie absorbée par des pigments autres que la chl a 
dans n'importe lequel photosystème est aussi transférée à la chl ~. Cet-
te sorte de transfert d'énergie entre les différents types de pigment est 
appelé transfert d'énergie hétérogène. 
La preuve de l'existence des transferts d'énergie hétérogène a été 
démontrée par les mesures de fluorescence. Les bandes de fluorescence de 
la chl a sont observées, même si la chl a est excitée dans une région 
spectrale où elle possède une faible absorption et où les autres pigments 
absorbent fortement. 
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Duysens (1952) ainsi que Cho et Govindjee (1970 a) ont calculé que la 
probabilité de transfert d ' énergie de la chl b à la chl a est pratiquement 
uni tai re . 
Par contre, la probabilité de transfert d'énergie des caroténoides 
à la chl ~ est relativement faible; elle est de la à 50 % dépendamment de 
l'organisme, excepté pour le fucoxanthol où elle est approximativement de 
70 % (Dutton et coll. (1943), Duysens (1952), Goedheer (1972)). 
L'évidence du transfert d'énergie homogène a été démontrée par les 
études de fluorescence en utilisant la lumière d'excitation polarisée. 
Comme le temps de vie de l 'état singulet excité de la chlorophylle est 
court, l'émission de fluorescence de la chl excitée par de la lumière 
polarisée serait grandement polarisée si elle venait de la molécule qui 
a absorbé la lumière. Des mesures expérimentales ont montré cependant 
que la fluorescence était presque complètement dépolarisée ~ vivo (Mar 
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and Govindjee 1972). Ceci indique qu'il existe entre le phénomène d'ab-
sorption et celui d'émission, un transfett d'énergie entre plusieurs molé-
cules, chacune ayant une orientation particulière et le résultat est la dé-
polarisation de la fluorescence. 
Le transfert de l'excitation semble se produire via deux mécanismes 
distincts: i) la délocallsation d'un exciton par l 1 intermédiaire de molécules 
de chlorophyll~ très proches ·les unes des autres dans le complexes protéino-
chlorophylle, ii) le transfert de résonnance entre les complexes protéino-
chlorophylle. 
Le premier mécanisme serait valable pour les grandes énergies d'inter-
action tandis que le second serait approprié pour les filbles énergies d',nter-
action. 
Selon Colbow et Danyluk (1976), le mécanisme véritable du 
transfert d'énergie d'excitation serait un intermédiaire entre le 
mécanisme de 1 'exciton et le mécanisme de Forster. 
Outre l'échange d'énergie homogène et hétérogène entre les pig-
ments de la photosynthèse, il semble que le PS l et le PS II soient 
en contact l'un avec l'autre. 
Du moi ris , deux hypothèses ont été proposées au sujet de l'inter-
action entre les deux systèmes de pigments: 
1) dans le modèle "paquet séparé"(separate package)", 
le PS l et le PS II sont physiquement éloignés l'un 
de l'autre et il D'Y a aucun échange d'énergie d'exci-
tation entre eux. 
2) chez le modèle renversé (spillover), l'énergie lumi-
neuse absorbée par le PS II (et non utilisée par ce der-
nier) se verse dans le PS l, mais non vice versa. 
La démonstrati on du modèle "spi 11 over u lorsque l es centres de réac-
tion du PS II sont fermés a été faite par Satoh et coll. (1976). 
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Il existe aussi deux modèles qui ont été propo.sés pour expliquer la 
possibilité de transfert d'énergie parmi les unités d'un même photosystème. 
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Dans le modèle 11ake", on imagine que les centres de réaction sont ré-
partis au hasard (il existe une probabilité de trouver un centre réactionnel) 
dans un immense "1 ac" de pi gments coll ecteurs. Lorsqu'un photon est capté 
par les pigments collecteurs, il est acheminé vers un centre de réaction 
Si ce centre de réaction est fermé, l'énergie peut migrer vers un autre 
centre de réaction (Govindjee et Govindjee 1975). Dans le modèle "pud-
d1e", chaque unité est isolée; il n'y a pas d'échange d'énergie entre les 
différentes unités. 
1.7.5 ·Le piègeage de l'énergie a un site particu1ier :connu sous le 
nom de centre de réaction et les processus photochimigues primai-
res. 
Quel que soit le mécanisme qui permet à l'énergie électromagnétique 
de se rendre au centre de réaction, A ce niveau, elle est convertie en 
énergie chimique en produisant un équivalent oxydant et un équivalent 
réduit. 
La preuve expérimenta~suggère que le premier évènement conséquent 
au piègeage de l'excitation électronique soit une réaction d'oxydo-réduc-
tion (Sauer 1975). 
L'évènement détectable le plus court semble être le transfert d'élec-
tron d'une chl dans le complexe du centre de réaction vers un accepteur pri -
maire (A) selon la réaction 
* .+ -c.A----~C.A (16 ) 
Ce processus est très rapide (20 ns) et procède avec un rendement 
quantique de llordre de llunité. Il est indépendant de la température 
et se produit même ~ l K (Sauer 1975). 
' La réaction 16 défavorise les ~ , autres mécanismes de relaxation de 
l létat singulet excité. 
Comme conséquence, les cen tres de réacti ons ,photosynthéti que-
ment actif comparés a la , ,chl en solution présentent un faible 
~endement de flu~rescence, des temps courts de fluorescence et un fai-
ble rendement de formation d1état triplet. 
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Après l 1 évènement primaire, plusieurs processus secondaires peuvent 
se produire soit séparément soit simultanément. 
1) L1accepteur primaire peut passer son électron ~ un ' ou plusieurs ac-
cepteurs secondaires 
C + . Aï A2 - - - ~ + C . Al A2 (l7) 
2) Un électron peut être transféré ~ un donneur (Dl) associ é au com-
plexe du centre de réaction 
+ - '- + Dl . C . AT - - - "7 Dl . C (18 ) 
3) Le processus peut être renversé de façon à regénérer l létat exci-
té du pigment, ce qui produirait la fluorescence retardée 
- - - - -) 
l 
O2 Dl' C, Al ' A2 + h \1 (19 ) 
4) Les espèces réduites et oxyd~espeuvent être couplées via une 
voie de flux d'électron (cyclique) 
+(02, Dl' C) , (Al' A2)---~ D, C, A, + chaleur (20) 
Les processus représentés par les mécanismes 16 et 17 sont prolongés 
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par d'autres composants "de .1a chaî'ne de transport d'électrons non-cy'" 
clique, Le donneur d'électron ultime chez les plantes supérieures est l'eau 
et l'accepteur d'électrons est le CO2 via la ferredoxine (Fd) et NADP+, Le 
processus de la réaction 19 peut aussi résulter dans la production du poten-
tiel chimique emmagasiné via une étape de phospnorylation, 
Aux évènements ci-haut mentionnés, des étapes intermédiaires ont été 
proposées tell 'état triplet de la ch1 ~ (Robinson 1963, 1967; Franck et Ro-
senberg 1964), 
En résumé: 
1) Chez les végétaux supérieurs le siège de la photosynthèse est 
le chloroplaste, 
2) Le concept fondamental qui explique les phénomènes photophy-
siques et photochimiques de la photosynthèse est celui de l'unité photo-
synthéti que·, 
3) On peut diviser la photosynthèse en processus primaires 
et en processus secondaires. 
4) L'absorption de la lumière (formation des états électroni-
ques excités), le transfert de l'excitation électronique, le piègeage 
de l'excitation ainsi que l'initiation de la chimie via le transfert 
d'électrons des donneurs aux accepteurs primaires sont les processus 
primaires qui conduisent directement à la photosynthèse. 
5) La corive~sion interne, la fluorescence et la phosphorescen-
ce sont des processus' primaires . compétiteurs de la photosynthèse. 
Nous nqus proposons d'utiliser la propriété de fluorescence afin 
d'observer le comportement des chloroplastes (à basse température) sé-
parés sur un gradient de densité. Le matériel utilisé ainsi que les mé-
thodes expérimentales sont discutés dans le chapitre suivant. 
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CHAPITRE II 
MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES 
II.1 Spectrophotomètre d'absorption 
L'étude des propriétés photophysiques et des propriétés photochimi-





Photomètre éq~ipé pour les mesures des petites variations 
d'absorbance. 
Spectrofluorimètre i) Perkin Elmer 
ii) ' lasers 
- Spectrophosphorimètre. 
Description du spectrophotomètre d'absorption UNICAM SP-1800 
"Unicam SP 1800 Spectrophotometer" 
Pye Uni cam Ltd. Cambridge, England. 
Il s'agit d'un spectrophotomètre d'absorption à double faisceaux. 
Quelques-unes de ses caractéristiques sont les suivantes: 
Source de tension: tension 110-120/200-250 volts 
Fréquence: 50 ou 60 hertz 
- Source lumineuse: Arc au deutérium 
Lampe à filament de tungstène. 





Largeurs variables entre 0.01 mm et 0.1 mm. 
Fente couramment utilisée: 0.25 mm correspon-
dant a une largeur de bande: 0.8 nm. 
Type IIF/10 Ebert grating ll distance focale 25.4 
cm, limite de résolution pour les fentes les 
plus minces: 0.1 nm. 
Type EMI 9558 QB 
Echelle d'absorbance: 0-2; 0-1; 0-0.5; 0-0.2. 
- Précision photométri- ± 1% à n'importe quelle échelle utilisée. 
que: 
- Précision sur la lon- ± 0.5 nm 
gueur d'onde: 
- Lumière diffusée: 1% à 200 nm 
- Enregistreur: "Unicam AR 25 11 : 
- Cellules utilisées: 
2 échelles de vitesse du papier: s/cm 
min/cm 
Quartz Hellma (Toronto, Ont.) 
II.1.2 Utilisation de 1 'Unicam SP-1800 
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L'Unicam SP-1800 est utilisé 1) pour déterminer les spectres d'absorp-
tion de suspension de chloroplastes 2) pour déterminer la concentration de 
chlorophylle dans une suspension de chloroplastes 3) pour suivre la distri-
bution de la chlorophylle dans les différents gradients de densité. 
II.1.3 Photomètre pour mesurer les faibles changements 
d' absorbance. 
La vitesse de la réduction du ferricyanure de potassium (potassium 
hexocyanoferrate III) par une suspension de chloroplastes est mesurée à 
l'aide d'un photomètre que nous avons mis au point. L'appareil permet 
d'enregistrer continuellement la différence de voltage (schéma 10) produit 
par un photocourant qui est généré dans un photomultiplicateur (K) par un 
faisceau d'analyse (B).La longueur d'onde â 410 nm est obtenue par un fil-
tre interférentiel (E) placé devant le support de la cellule (F). 
Un filtre de densité neutre (0) dont la transmittance est de 10 % 
est aussi accolé au filtre interférentiel. Ce filtre permet de diminuer 
l'intensité du faisceau d'analyse qui pourrait avoir une influence sur la 
réaction photochimique. 
A la sortie du porte cellule, un monochromateur (J) filtre la lumiè-
re à 410 nm avant qu'elle ne passe dans le photomultiplicateur. 
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Une lampe (H) à filament de tungstène (20 watts) suivie d'un filtre 
rouge (G) dont le "coupe bande" (cutt-off) est à 630 nm sert de source d'ir-
radiation pour l'analyse. 
Caractéristiques des éléments du dispositif: 
- Source de tension de la source lumineuse d'analyse (A) 
Modèle TR 32-12 
Electronic Research Associates Inc., New-Jersey 
• lM 
Cil" H 11\\\ 
G A 
K 
J 1 l __ _ L-~~ f===-=o-- E 
B 1 
SCHEMA la PHOTor'lETRE 
L 
A. • Source de tension. 
S • Lampe au tungstène. 
C • Phototube. 
D' Filtre de densittJ neutre. 
E • Filtre interftJrentiel. 
F' Porte-cellule. 
G • Filtre coupe bande. 
H • Lampe d'irradiatIon. 
r • Lent i Ile · conve roente. 
J • Monochromateur. 
K t Photomultiplicateur.(PMT) 
L • Source de tens ion du PMT 
M • Source de tension du 
phototube et amplifi-
eateur diffërentiel. 
N • Enregistreur. 
~ 
........ 
Tension: 6 V 
Courant: 5 A 
- Source lumineuse d'analyse (S): lampe a filament de tungstène 
PMI, California 
Puissance: 30 W 
- Lentilles convergentes (1) : distance focale 3 pouces 
Oriel Corp., Connecticut 
- Filtre interférentiel (E): bande passante à 410 nm 
Oitric Optics, California 
- Filtre coupe bande (G): R G 630 
Rolyn Optics, California 
- Filtre de densité neutre (0): . 10% de transmiss i on 
Laser Energy inc., New York 
- Source d'irradiation (H): Modèle 365 C 
American Optical Corp., New York 
~ 20 watts 
- Phototubes (C): Type RCA 935 
RCA, Pensylvania 
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- Photomultiplicateur (K): Type EMI 96590 B 
EMI, New York 
- Source de tension du phototube (M): Modèle 904 
Analog Devices Inc. Massachussett 
- Source de tension du photomultiplicateur (L): Modèle 203 a 
Pacific Photometric instruments, California 
Tension produite de 500 à 2000 V; ajustable manuellement, utili-
sée à 900 V. 
- Enregistreur (N): Modèle 7015 A,X-Y recorder 
Hewlett Packard, Ontario 
Time base: Modèle 17108 A 
5 échelles de vitesse du papier: 0.5, 1, 5, 10 et 50 s/pouce. 
- Monochromateur (J): Modèle H 
Jobin Yvon, New Jersey 
utilisé à 410 nm. 
Amplificateur différentiel (M): 
Il est composé de quatre blocs majeurs (schéma 11) 
1) Le préamplificateur du phototube (1er bloc): 
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Il s'agit d'un amplificateur opérationnel monté pour convertir le cou-
rant en voltage. Le facteur de conversion est de 105 V/A. 
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2) Le préamplificateur du photomultiplicateur (PMT, 2ième bloc) 
Il est identique au préamplificateur du phototube. 
3) Gain variable sur le PMT (3ième bloc) 
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Il s'agit d'un amplificateur opérationnel monté pour amplifier le volta-
ge avec un gain variable; l'ajustement grossier sur le gain se fait par un com-
mutateur rotatif. La gamme du gain s'étend de 0.1 A 30 avec une séquence de 1,3 
et 10. 
L'ajustement fin se fait avec un potentiomètre. Cet ajustement nous per-
met d'obtenir n'importe quelle valeur du gain entre les positions sélectionnées 
par le commutateur. 
Ce gain variable sert A ajuster le zéro lorsque la solution est mise dans 
le parcours optique. 
4) Amplificateur différentiel (4ième bloc) 
Le terme signifie que l'amplificateur est insensible à la valeur du signal 
A l'entrée. L'amplificateur est sensible seulement A la différence entre les si-
gnaux sur la borne positive et négative de l'entrée. 
Cet amplificateur sert A nous donner la différence entre les signaux pro-
venant du phototube et du photomu1tip1icateur. On balance les deux entrées avec 
le gain variable pour obtenir le zéro à la sortie. 
Le changement de voltage du faisceau d'analyse apparart A la sortie, in-
dépendamment des variations de la source de lumière. 
Les résistances sont exprimées en ohms et les condensateurs en farads. 
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Mentionnons que nous avons tenté d'introduire un faisceau d'irra-
diation dans le spectrophotomètre Unicam SP-1800. La disposition des com-
posantes de ce système d'irradiation est montrée au schéma 12. 
Ce spectrophotomètre offre un sélecteur d' éche11e d'absorbance adé-
quat pour mesurer les faibles changements d'absorbance; il aurait donc per-
mis de mesurer en continu la réaction de Hill. 
Nous avons construit un support à cellules (schéma 13) qui peut 
's'insérer adéquatement dans le spectrophotomètre. Un prisme est accolé 
sur une vis micrométrique, elle-même fixée à la base du support. 
Le faisceau provenant de la lampe d'irradiation (schéma 12) est dé-
vié dans la chambre de détection du spectrophotomètre par un miroir incli-
né à 450 . 
Un schéma plus détaillé de 1 'optique de ce système est montré au 
schéma 14. La lumière provenant de la source d'irradiation est conver-
gée sur un miroir incliné à 45 0 Avant d'entrer dans le compartiment de 
détection du spectrophotomètre la lumière passe à travers un filtre dont 
le "cutt-off" est à 630 nm . Puis le faisceau atteint le prisme. Le pris-
me dévie la lumière d'irradiation sur la cellule (schéma 15) déposée dans 
le compartiment de détection du spectrophotomètre. 
Nous allons discuter de 1 'utilisation de ces systèmes à la section 
suivante. 
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II.1.4 Utilisation du photomètre 
Nous n1avons pas pu tirer profit du système Unicam SP-1800 cou-
plé à un système d'irradiation. La lumière rouge d'irradiation était 
trop diffusée et la perception de cette lumière par le détecteur du 
spectrophotomètre faisait osciller ce dernier. Comme résultat le bruit 
de fond se confondait avec le signal de détection. 
Si un filtre interférentiel à 410 nm était disposé devant le dé-
tecteur, probablement que le montage s'avérerait satisfaisant pour mesu-
rer en continu la réaction de Hill. 
Le photomètre par contre, est beaucoup plus efficace que le der-
nier système décrit. Il permet même de mesurer des changements d'absor-
bance de l'ordre de 0.002. 
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Il est utilisé pour évaluer le pourcentage de chloroplastes intacts 
dans une suspension. Le principe de la méthode est expliqué à la section 
Ir. 11. 1. (page 124) 
• 
Nous faisons remarquer au sujet de la lumière d'irradiation qu'elle 
doit être suffisamment intense pour saturer la solution. On devrait pré-
voi~ si ce système était de nouveau utilisé, d'augmenter la puissance de la 
source d'irradiation ou même de se servir de deux sources qui éclaireraient 
la cellule sur deux faces. 
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II.2 Spectrofluorimètre laser 
Description des systèmes 
Il s'agit de trois systèmes et chacun possède un détecteur de fluo-
rescence ayant un monochromateur comme élément dispersif de la lumière 
excitatrice émise par un laser. 
Chaque système a ses caractéristiques particulières d'application à l'é-
tude de la luminescence selon le détecteur utilisé ou selon la température 
à laquelle un spectre est enregistré. 
Mentionnons immédiatement que la source d'excitation est constituée 
de trois lasers: 
l'un à l'Hélium/Néon (He/Ne) 
deux autres à l 'Hélium/Cadmium (He/Cd) 
Le laser He/Ne émet à 632.8 nm. 
Les lasers He/Cd émettent soit à 441.6 nm soit à 325 nm. 
Nous allons maintenant décrire le premier système dont le détecteur 
permet d'effectuer des mesures d'émission de fluorescence dans le visible. 
II.2.1 Description du système uv-visible. 
Le schéma du système de détection uv-visible (schéma 16) nous indi-
que que le faisceau de la lumière émise par un laser pénètre dans une cham-
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Le rôle essentiel du diaphragme (2) est de laisser passer les seuls 
faisceaux de lumière émise non-dispersante ou diffusée. 
La lentille de verre (3) accolée au diaphraqme concentre les rayons 
qu'elle reçoit exactement dans la fente d'un monochromateur fixé à la cham-
bre noire. 
Sur le trajet du faisceau convergent, un filtre (4) a été placé 
afin d'éliminer toute lumière dispersante et toute lumière ayant une 
longueur d'onde inférieure à 640 nm. La caractéristique principale est 
la suivante: "Sharp cut-off filter", 640 nm. 
La lumière passe ensuite dans le monochromateur et atteint le pho-
tomultiplicateur dans une chambre refroidie à la glace sèche. 
Comme 1 'amplification assurée par le photomultiplicateur est propor-
tionnelle à la tension appliquée à ses bornes, une source de tension varia-
ble et très stable pouvant atteindre facilement plus de 3 000 V a été rac-
cordée à l'appareil. 
Avant d'être enregistré, le photocourant est mesuré à l'aide d'un 
nanoampèremètre. Un filtre électronique atténue le bruit de fond ce qui 
permet indirectement de lire des signaux très faibles. 
Les caractéristiques des éléments du système uv-visible sont décri-
tes à la section suivante. 
II.2.2 Caractéristigues des éléments du système uv-visible 
Laser Hélium-Cadmium (Laser He/Cd) 
Modèle 185/285 
Spectra Physics 
Puissance 75 mW 
California 
Source continue de lumière cohérente émettant à 441.6 nm 
Diamètre du faisceau: 1.5 mm 
Source de tension: Voltage: 115V/230V 
Fréquence:50/60 Hz 
Puissance:1200 VA 
Laser Hélium-Cadmium (Laser He/Cd) 
Modèle LD 2186 A 
RCA 
Puissance 20 mW 
Pensylvania 
Source continue de lumière cohérente émettant à 441.6 nm 
Diamètre du faisceau: 0.8 mm 
Source de tension: Voltage: 115 V 
Fréquence: 50-60 Hz 
Puissance: 250 VA 
Laser Hélium-Néon (Laser He/Ne) 
Modèle 120 
Spectra Physics 
Puissance 5 mW 
California 
Source continue de lumière cohérente émettant à 632.8 nm 
Diamètre du faisceau: 0.65 mm 
Source de tension: Voltage: 115/120 V 
Fréquence: 50-60 Hz 
Puissance: 50 VA 
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Monochromateur 
Modèle Ebert 0.25 meter .82-410 
Jarre11-Ash division; Fisher Scientific Company, Mass 
Fente: 150 um 
Photomu1tip1icateur 
Modèle EMI RC 50 M. Gencom Division Varian 
EMI - New York 
Tube à cathode sensible rouge - type 9558 XOB 
Source de tension 
Modèle Power Suppl y Nimpac 105 
Ve10nex - Ca1ifornia 
Tension produite de 0 à 3000 V: ajustable manuellement, 
utilisée à 1040 V. 
Nanoampèremètre 
Modèle EMI, type 911, Gencom division Varian 
EMI - New York 
Courant mesurable 100 f.I A - 1 nA 
Enregistreur 
Modèle YEW 3043 
Yokagawa E1ectric Works Ltd, Musashino, Japon 
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II.2.3 Descriptions du système pour le visible et le proche infra-
rouge 
Le schéma du système de détection pour le visible et le proche 
infra-rouge (schéma 17) nous indique que la lumière émise par le laser 
est modulée par un modulateur de fréquence avant d'atteindre la cellu-
le dans le chambre de , détection. 
Une photodiode de référence nous permet de suivre les fluctua-
tions des sources d'irradiation. 
La lumière émise par la substance est focalisée à 1 laide de deux 
lentilles cylindriques (schéma 18) dans la fente du monochromateur fixé 
à la chambre noire. 
La lumière passe ensuite dans le monochromateur et atteint une 
photodiode. 
L'a~lplification est assurée par un amplificateur "Lock in". 
Pour les mesures à basse température~la chambre de détection est 
remplacée par un cryostat montré au schéma 19. 
De nouveau, la lumière modulée du laser atteint une première fi-
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vers la 




La lumière émise par la substance est amenée dans la fente du 
monochromateur à l'aide d'une seconde fibre optique. 
Le signal est finalement amplifié à l'aide de l'amplificateur 
"Lock in". 
Les caractéristiques des éléments du système pour le visible et 
le proche infra-rouge sont décrites à la section suivante. 
II.2.4 Caractéristiques des éléments du système de détection pour le 
visible et le proche infra-rouge 
- Modulateur de fréquence (Chopper) 
Modèle 125 A 
Princeton Applied Research, New-Jersey 
- Amplificateur "Lock in" 
Modèle 186 A 
Princeton Applied Research, New-Jersey 
Sensibilité: de 500 mV - 100 nV 
Photodiode 
Modèle HUV - 4 000 
E G & G, Massachussett 
- Monochromateur 
Modèle H-201 R 
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Jobin Yvon, New-Jersey 
utilisable entre 400 et 1500 nm. 
Lentilles cylindriques 
Optikon, Ontario 
Distance focale 40 mm et 60 mm 
Cellules 
Tube de pyrex rectangulaire (diamètre interne 2mm x 6mm) 
Wilmad Glass Co, New-Jersey 
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Les caractéristiques des lasers et de l'enregistreur ont été données 
lors de la description du système de détection uv-visible (voir section 
l 1. 2. 2, page 61 ). 
II.2.5 Utilisation 
Leblanc et coll.(1974) ont déjà évalué la sensibilité du système uv-
visible (voir section II.2.1, page 58) en comparant ce spectrofluorimètre 
à un spectrofluorimètre commercial: (e.g. spectrofluorimètre Perkin-Elmer 
MPF - 2A), ils ont démontré que le système laser était beaucoup plus pré-
cis que le spectrofluorimètre conventionnel puisqu'il répondait "qualitati-
vement" à des concentrations dix mille fois plus faibles. 
Le système · .uv -visible nous a permis d'obtenir la relation (figure 
1) entre l'intensité relative de fluorescence en fonction de la concentra-
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On voit que le système répond "qualitativement" A de très faibles 
concentrations de chl a. Jusqu'A la concentration de 10-11 M la relation 
intensité de fluorescence en fonction de la concentration de chl a demeu-
re parfaitement linéaire. Puis on observe le changement de pente de 10-11 
M jusqu'A 10-13 M qui est la limite de détection. 
Nous nous proposons dans un avenir immédiat d'expliquer la cause de 
ce changement de pente. 
La relation entre l'intensité de fluorescence en fonction de la con-
centration de la chl a telle que montrée A la figure 2 a été obtenue par 
le système visible et proche infra-rouge (voir section II.2.3, page 63); 
l'optique utilisée était les lentilles cylindriques. Les mesures ont été 
effectuées A la température ambiante. 
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On remarque sur cette figure que la relation intensité de fluorescen-
ce en fonction de la concentration de chl a demeure linéaire jusque vers 
la-la M. De plus, la limite de détection se situe vers 10-11 M. 
Bien que le pouvoir de détection ait diminué par un facteur de 100 
comparativement au système uv-visible, le travail accompli par la photo-
diode et l'optique cylindrique est supérieur A un spectrofluorimètre con-
ventionnel. 
La figure 3 est une relation obtenue par le système visible et proche 
infra-rouge mais cette fois-ci la chambre de détection est le cryostat avec 
les fibres optiques (voir section II.2.3, page 63). Les mesures de fluo-
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Cette fois-ci la relation entre 1 'intensité de fluorescence ver-
sus la concentration est linéaire jusque vers 10-9 M; cette concentra-
tion est de plus la limite de détection pour ce système. 
La relation nous indique donc que le système visible et proche in-
fra-rouge (couplé au cryostat) est beaucoup moins sensible que le systè-
me '. ·uv-visib1e. En effet, sur le plan de la limite de détection, il y a 
un facteur 1000 entre ce dernier et le système visible et proche infra-
rouge; il est de la ,000 avec le système uv-visible. 
D'un autre côté, le système visible et proche infra-rouge sera légè-
rement compensé par l 'effet de la basse température car à 77 K le rendement 
quantique de fluorescence de la ch1 a in vivo est considérablement augmenté 
car le quenching interne et photochimique sont ralentis a cette température 
(Govindjee et col1.1973). 
Le système pour le visible et le proche infra-rouge assemblé avec 
le cryostat sera utilisé pour les mesures de fluorescence des suspensions 
de chloroplastes a basse température (77 K). 
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11.3 Spectrof1 uorimètre Perki n Elmer "MPF - 2A" 
11.3.1 Description 
Cet appareil permet d'obtenir des spectres d'excitation et d'émis-
sion de la fluorescence de divers échantillons. La brève description sui-
vante donnera une idée de ses différentes parties. 
Spectrophotomètre avec deux monochromateurs (excitation 
et émission) 1) l'un servant à irradier la substance 
avec la lumière monochromatique entre 200 et 700 nm 
2) 1 lautre qui détermine 1 'intensité de la lumière émi-
se entre 220 et 800 nm. 
Deux photomu1tiplicateurs portant 1 'identification RCA 136 R 
Source continue de la lumière fournie par une lampe au Xé-
non de 150 W, alimentée par une tension de 150 V (Fréquen-
ce: 50-60 Hz). 
Amplificateur avec 6 positions différentes pour la sensibi-
1 i té. 
Enregistreur; modèle QPD-33, Perkin Elmer à deux vitesses 




Le spectrofluorimètre est uniquement utilisé pour les mesures des spec-
tres d'excitation de suspension de chloroplastes. 
II.4. Spectrophosphorimètre 
II.4.1. Description 
Le schéma du spectrophosphorimètre (schéma 20) nous indique que la source 
d'excitation est un laser au colorant émettant des pulses de lumière de l'ordre 
de la microseconde (1.0 x 10-6 s). 
Un diviseur de faisceau réfléchit la majorité de la lumière ( 99%) sur 
l'entrée de la fibre optique; cette dernière transmet la lumière vers l'échantillon. 
La luminescence provenant de l'échantillon est captée par la deuxième fibre 
optique et traverse le monochromateur pour être détectée par une photodiode. 
Le courant produit est amplifié puis enregistré et mis en mémoire 
dans l'oscilloscope. 
Nous avons mentionné un peu plus haut que le diviseur de faisceau réflé-
chissait environ 99 % de la lumière émise par le laser au colorant; le reste de 
la lumière transmise ( 1%) sert par l'entremise de la photocathode à faire dé-
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Le déclenchement de 1 'oscilloscope est coordonné avec le signal 
provenant du détecteur. A 1 'instant oD parvient le signal a l'oscillo-
scope il balaie 1 'écran et enregistre dans sa mémoire le signal. 
Le processus de fonctionnement du spectrophosphorimètre est dé-
crit de façon très succincte. Pour avoir de plus amples informations 
sur le sujet,il faudrait consulter Lesage 1978. 
II.4.2 Caractéristiques des ~léments du spectrophosphorimètre 
Laser au colorant 
Modèle: Chromabeam 1050 
Synergetics Research Inc. 
Voltage d'utilisation: 





Longueur d'onde d'émission: spectre complet de la rhodamine B 
Note: Nous ne nous sommes pas servi du réseau pour choi-
sir une longueur d'onde d'émission particulière. 
Nous avons positionné le réseau pour qu'il agisse 
en tant que miroir. Ceci nous donne ~ l'émission 
le spectre complet de la rhodamine B. 
Photocathode 





Princeton Applied Research 
Sensibilité: 10-9 A/V à 10-4 A/V 
Fréquence de réponse: open loop 10 MHz 




Le détecteur (photodiode) a déjà été décrit à la 
section II.2.4. (page 67) 
II.4.3 Utilisation 
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Le spectrophosphorimètre sert à mesurer des temps de vie de phospho-
rescence. 
II.5 Extraction des chloroplastes 
L'extraction des chloroplastes est systématiquement réalisée 
à partir de 30 g de feuilles d'épinard obtenues d'un super marché lo-
cal. Ces dernières sont auparavant soigneusement triées, lavées ra-
pidement à l'eau du robinet puis rincées à l'eau distillée. Les ner-
vures principales sont éliminées; le parenchyme foliaire est haché 
dans 175 ml de milieu d'extraction, préalablement refroidi à la tem-
pérature de la glace fondante et dont la composition est la suivante 
(Den Haan et coll. 1973; Amesz et coll. 1973): saccharose, 0.4 M- (Fisher, 
P.Q.) KC1, 0.01 M (Fisher, P.Q.) MgC1 2, 0.002 M (Fisher, P.Q.) et tri-
cine, 0.05 M (Sigma, MO) ajustée au pH 7.8 avec NaOH. 
L'ouverture des cellules est réalisée à l'aide d'un broyeur à 
hélice (Osteorizer, P.Q.) fonctionnant à vitesse moyenne pendant 5 s. 
Le broyat est filtré sur deux épaisseurs de gaze puis de nouveau sur six 
épaisseurs de gaze. Le filtrat obtenu est centrifugé (Sorva1 RC3, rotor 
HG-4, volume des tubes: 50 ml) pendant 1 min à 600 g. Puis le surnageant 
est décanté et il est centrifugé pendant 3 min à 2 500 g. 
Les culots obtenus sont repris avec 2 ml du milieu d'extraction 
et la concentration de chlorophylle (voir section II.6, page 81) est dé-
terminée. 
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Au microscope électronique (voir section II.7, page 86) les culots 
remis en suspension démontrent la présence de chloroplastes intacts (clas-
se 1 dans la nomenclature de Hall; Hall 1972) et des chloroplastes cassés 
(classe II). Selon la figure 4, les chloroplastes intacts apparaissent 
sombres; leur membrane externe retient le stroma. Les chloroplastes cas-
sés apparaissent clairs; ils sont libérés de leur stroma. 
Il est à noter que les nombreux détails sur les principes fondamen-
taux de 1 'extraction des chloroplastes sont revus par Walker (1971). 
Pour ralentir le vieillissement des chloroplastes, on peut les con-
server dans les mélanges tampon-glycérol à -20oC: (Asada et Takahashi 1971; 
Fragata 1975). Ce mélange semble également efficace pour prévenir la déna-
turation thermique (Vermaglio et Mathis 1973). 
II.6 Détermination de la concentration de chlorophylle dans une suspen-
sion de chloroplastes 
La prOCédure utilisée pour déterminer la concentration de chloro-
phylle dans une suspension de chloroplastes est celle qui fut mise au point 
par Arnon (1949)(Voir aussi Gorham (1956), Vishniac (1957), Bruinsma (1961), 
Kirk (1968)) dont le principe est basé sur l'absorption de la lumière par 
la chlorophylle extrait dans un mélange acétone-eau (80-20). La concentra-
tion de chlorophylle ~ et ~ est déterminée en mesurant dans une cellule de 
10 mm de parcours optique,la densité optique de la chlorophylle extraite 
dans un mélange acétone-eau (80-20) à 1 laide d'un spectrophotomètre à 663, 
645 et 652 nm. En utilisant les équations de Arnon (1949) et les 
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Fi gure 4 
Suspension de chloroplastes bruts vue au microscope électronique 
(5360 X). 
coefficients d'absorption de Mackinney (1941) on a que: 
1) A663 = 82.04 Ca + 9.27 Cb 
2) A645 = 16.75 Ca + 45.6 Cb 
où Ca et Cb sont des quantités en grammes par litre de chlorophylle ~ 
et ~ respectivement et A les valeurs d'absorbance obtenues aux longueurs 
d'onde respectives au spectrophotomètre. De l'équation (2), 
3) Ca = A645 - 45.6 Cb 
16.75 
si on substitue dans (1) et si on résout pour Cb on obtient 
4) Cb = 0.0229 A645 - 0.00468 A663 
substituant cette expression pour Cb dans (2) et résolvant pour Ca: . 
5) Ca = 0.0127 A663 - 0.00269 A645 
Alors la concentration (C) totale de chlorophylle en grammes par litre, 
6) C Ca + Cb = 0.0202 A645 + 0.00802 A663 
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ou si on exprime la concentration totale de chlorophylle (C) en milligrammes 
par litre. 
7) C 20.2 A645 + 8 .02 A663 
Afin d'obtenir une approximation de la concentration totale en 
chlorophylle, Arnon (1949) dressa un graphique de l'absorption de la 
lumière par les chlorophylles ~ et ~ a partir des données de Mackinney 
(1941) et il trouva que les courbes s'interceptaient à À=652 nm. Par 
extrapolation, la valeur du coefficient d'absorption spécifique pour cet-
te longueur d'onde fut trouvée comme étant de 34.5. Arnon (1949) proposa 
alors une autre équation pour déterminer la concentration totale de chlo-




34.5 Ca + 34.5 Cb 
Ca + Cb 
A652 
34.5 
ou exprimé en milligramme par litre 
10) 
A652 x 1000 C = --.;~=--------
34.5 
34 . 5 (Ca + Cb) 
Comme il existait une différence systématique de 5% entre les ré-
sultats des deux équations, Bruinsma (1961) réexamina la valeur du coeffi-
cient d'absorption spécifique à 652 nm et détermina comme valeur de coeffi-
cient 36.0 au lieu de 34.5. Il proposa donc l'équation suivante pour dé-
terminer la concentration totale de chlorophylle. 
11) C 20 .2 A645 + 8.02 A663 
1000 x A652 
36 .0 
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L'exemple suivant illustre la procédure utilisée pour les détermi-
nations de concentrations de chlorophylle: 0.5 ml de la suspension de 
chloroplastes est brassée vigoureusement dans un tube à centrifuger de 
verre et fermé contenant déjà 9.5 ml d'acétone (80%). Le tube est en-
suite centrifugé dans une centrifugeuse clinique (modèle IEC) à 4500 g 
et les valeurs de densité optique aux longueurs d'onde respectives sont 
ensui te détermi nées contre un. t émoi n contenant le mélange eau-acéto-
ne (80%) seulement. 





Substituant les deux premières valeurs dans l'équation (7) et mul-
tipliant par le facteur de dilution 
C = (20.2 x 0.187 + 8.02 x 0.506) X 10 
1000 x 0.5 
. 155 !!!9. 
ml 
De façon similaire, en substituant A652 dans l'équation (11) 
C 0.275 x 1000 X 10 36.0 1000 x 0.5 
. 152 !!!9. 
ml 
La grandeur de 1 'aliquot utilisé pour la détermination de la con-
centration de chlorophylle dépend du contenu en chlorophylle. Générale-
ment 0.5 ml de la suspension de chloroplastes est convenable. 
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II.7 Microscope électronique 
Les culots de chloroplastes bruts ou les fractions de chloro-
plastes séparés sur gradients de densité sont fixés pendant 4 heures 
a oOC dans une solution de g.lutaraldéhyde 3.0 % (Soquelec, P.Q.). 
Cette solution est maintenue au pH 7.3 a 1 laide d'un tampon phospha-
te 0.1 M; elle contient de plus, une trace (0.01 %) de chlorure de 
calcium (CaC1 2). 
Mentionnons immédiatement qu'après la fixation au glutaraldé-
hyde et après chaque changement de solution (soit pour laver les or-
ganites ou soit pour les déshydrater) les fractions sont centrifugées 
(centrifuge clinique, IEC, environ 3000 g), le surnageant est retiré 
et les fractions sont remises en suspension dans la solution suivan-
te. 
Après la fixation au glutaraldéhyde, les fractions sont lavées 
quatre fois dans le tampon phosphate pH 7.3 (sucrose 5%, CaC1 2 0.01 %) 
pendant 30 minutes. 
Puis elles sont post-fixées pendant 2 heures à OOC dans une solu-
tion de tétraoxyde d'osmium 2% (Soquelec, P.Q.); cette solution est aus-
si tamponnée a pH 7.3 avec un tampon phosphate 0.1 M. 
Les fractions sont rinçées dans l'eau distillée puis déshydratées 
successivement dans 5 bains d'éthanol de 30 %, 50 %, 70 %, 90 % et 100 % 
pendant 5 minutes; elles sont ensuite passées dans 2 bains dioxyde de 
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propy1êne (Fisher, P.Q.) pendant 50 min. 
Elles sont alors enrobées d'Epon (Ladd, Ver) dans des capsules 
Beem (Ladd, Ver.) et polymérisées A 600 C pendant 36 heures. 
Les sections d'argent A or coupées avec un couteau de verre sur 
un ultra-microtome (Sorval MT-l Con.) sont colorées avec du citrate de 
plomb (Fisher, P.Q.) A 3% et de l'acétate d'uranyle (Soque1ec, P.Q.) A 
2% dans le méthanol. 
Les coupes sont examinées au microscope électron ique (Phi1ipps 
EM- 201 c), qui est sous une tension de 60 kv et les images électroniques 
sont enregistrées sur un film Kodak 35mm. 
II.8 Séparation des chloroplastes sur gradient continu de saccharose 
Une procédure commune pour isoler les chloroplastes des feuilles 
d'épinard est la centrifugation sur gradient de densité de solution de 
saccharose (Leech 1964). 
Le saccharose n'est pas normalement considéré comme étant toxique 
pour la survie des chloroplastes. Il est au contraire fréquemment utili-
sé comme agent satisfaisant pour produire des conditions osmotiques qui 
préviennent la rupture des chloroplastes. Mais dans un gradient de densi-
té il a le désavantage d'avoir une grande viscosité et de causer le rétré-
cissement des chloroplastes et comme conséquence de produire un changement 
dans leur densité effective (Lytt1eton 1970). 
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Tout de même nous avons tenté les premières séparations de chloro-
plastes sur gradient de saccharose car il semble que la technique soit rela-
tivement facile pour s'initier à la centrifugation sur gradient de densi-
té. 
II.8.1 Préparation des gradients 
La solution de départ de saccharose (Fisher, P.Q.) est fabriquée a 
partir de 30 g de saccharose dilué dans 100 ml d'eau distillée et la solu-
tion est tamponnée au pH 7.8 avec 50 mM de tricine. La solution finale 
contient du saccharose 80% PlV et-elle est également tamponnée comme la so 
lution de départ. 
II.8.2 Générateur de gradient 
Les gradients de saccharose sont générés par le simple appareillage 
(Oster 1965) montré au schéma 22. Le liquide le plus dense (5.5 ml saccharo-
se 80% PlV) est introduit dans le tube de droite et le moins dense (5.5 ml 
saccharose 30% PlV) dans le tube de gauche. Auparavant il faut slassurer 
que les robinets sont bien fermés. Une fois les solutions déposées dans 
les différentes chambres, on actionne 1 'agitateur placé dans le tube de 
droite et on ouvre le robinet central. Le second robinet,entre le tube de 
droite et le tube de nitrate de cellulose (Beckman, P.Q.) où est généré un 
gradient de 11 ml, est ouvert de telle sorte que le débit soit suffisamment 
lent pour que le temps de formation du gradient soit de 25 a 30 minutes. 
SOLUTION DE 





/SACCHAROSE 80 % 
/ 
TU BE DE NIT RAT E DE 
CELLULOSE. 
SCHD1A 22 GENERATEUR DE GRADIENT 
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II.8.3 Fractionnement et profil des gradients continus de sucrose 
On dépose 0.5 ml d'eau distillée sur le lit des gradients de saccha-
rose et les tubes sont centrifugés (I.E.C. Modèle B 50) A 21000 rpm 
pendant 18 minutes dans un rotor à angle de tube variable (I.E.C. Modè-
le B 230). 
Le tube est ensuite déposé dans un support (schéma 23) et il est 
percé par le dessous à 1 laide d'une aiguille de 20 g. Des fractions de 
50 gouttes (0.6 ml) sont collectées et nous prenons l 'indice de réfrac-
tion de chaque fraction à l laide d'un réfractomètre d'Abbé. 
Le profil des gradients de saccharose est montré dans 1~ figure 5 oD 
1 1 ordonnée représente l 'indice de réfraction et l'abscisse le numéro de 
la fraction. 
L'indice de réfraction peut nous donner une bonne idée sur le type 
de gradient obtenu, mais il est plutôt intéressant de savoir comment se 
distribue la densité de la solution sur les 11 ml générés par 11 apparei1 
déjà décrit par Oster (1965). 
Nous avons donc établi une relation entre 1 'indice de réfraction 
et la densité A 250 C pour différentes solutions de saccharose. Il s'agit 
à partir d'une solution de sucrose de 80% PlV de lire sa densité (balan-
ce de Westphal1) et de faire correspondre 1 'indice de réfraction (réfrac-
tomètre d'Abbé) pour une même solution de saccharose. La solution est diluée 
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suite jusqu1a llobtention d1une courbe standard suffisamment étendue. 
La relation obtenue est montrée dans la figure 6. Une rela-
tion linéaire peut désormais nous permettre de convertir l lindice de ré-
fraction d1une fraction donnée en densité (g/ml). 
Si nous convertissons les valeurs . de la figure 6 nous obtenons 
la courbe de la figure 7. Elle est rigoureusement du même type que la 
figure 5 mais cette fois pour chaque fraction nous avons la densité du 
milieu. 
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Nous remarquons que pour les fractions de l a 5, la densité demeure 
la même, soit environ 1.30. Puis la densité diminue de façon linéaire 
de l~ fraction 5 a 10 et elle demeure toujours linéaire de la fraction 
10 a 16 mais avec une pente moins prononcée comparativement aux fractions 
5 a 10. 
Cette irrégularité dans la linéarité du gradient de saccharose dépend 
probablement de la vitesse du débit de formation du gradient. 
Pour les premières fractions, il est difficile a la solution la moins 
dense de diluer la solution de 80% PlV de saccharose ou encore il est probable 
qu1une petite quantité de la solution la plus dense dans le réservoir de 
droite glisse sous la solution la moins dense dans le réservoir de gauche 
lorsque les robinets sont ouverts. 
1.31,---------------------------~~-----------
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II.8.4 Profil de la distribution des chloroplastes 
Pour savoir comment se distribuent les chlorôplastes sur un tel gradient 
de saccharose . 0.5 ml d'une suspension de chloroplastes (200-500 ug/ml) 
est déposée sur le gradient et les tubes sont centrifugés (1EC Modêle B 50) 
dans un rotor A angle de tube variable (1EC Modêle B 230) à 21 000 rpm pen-
dant 18 minutes. 
De nouveau, .les tubes sont ,fracttonnés à l'aide d'une aiguille de 
20 g en fraction de 25 gouttes (0.3 ml). Chaque fraction est ensuite di-
luée avec 1 ml de tampon tri cine. 
L'absorption de la chlorophylle est lue A 680 nm dans une cellule 
de l mm de passage optique à l'aide d'un spectrophotomêtre. 
Les chloroplastes déposés sur un tel gradient de saccharose se distri-
buent dans le milieu selon la figure 8. 
Les chloroplastes se séparent en deux bandes majeures; la plus gran-
de correspond à des chloroplastes cassés qui ont une densité de 1.17-1.15 
(fi gure 9). 
Le pourcentage de chloroplastes intacts dont la densité est de 1.20-
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Variation du pourcentage de chloroplastes intacts dans un gradient 
de saccharose 
8). 
(Cette figure peut être comparée avec la figure 
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Il semble que ce phénomène dépend principalement de la qualité 
des feuilles d'épinard. De plus, un broyeur du type po1ytron et le mi-
lieu d'extraction utilisé par Wa1ker (1971) devrait augmenter le rende-
ment des chloroplastes intacts. 
Nous n'avons aucune preuve du type de chloroplastes (Classe l aD 
classe II dans la nomenclature de Hall 1972) présents dans chaque bande 
mais si on se rapporte à des expériences antérieures, on peut comparer 
les résultats expérimentaux avec d'autres chercheurs. 
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Leech (1964) sur un gradient discontinu de saccharose dont la compo-
sition est montrée dans la figure 11 démontre que les chloroplastes in-
tacts ont une densité de 1.229 et les chloroplastes cassés ont une densi-
té de 1.20. 
Lytt1eton (1970) également sur un gradient discontinu de saccharose 
(figure 12) montre que les chloroplastes cassés s'arrêtent à l'interface 
1.13-1.17 et que les chloroplastes intacts se situent à l'interface 1.17-
1.22. 
Rocha et Ting (1970) démontrent que sur un gradient linéaire de saccha-
rose 40-80% (PlV) que les chloroplastes situés dans la fraction dont la 
densité est 1.17 sont cassés et que ceux situés dans la fraction dont la 
densité est 1.21 sont intacts. 
Bien que les organites photosynthétiques intacts soient séparés 
des chloroplastes cassés, ils peuvent être contaminés par des mitochon-
dries et d'autres organites. 
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Mi1fin et Beever (1974) semblent avoir résolu ce problême en uti-
lisant simultanément des portions de gradient · de sucrase continu et 
discontinu. 
Mais cette opération est très ardue, et nous ne la considérons 
pas essentiel/le â l'heure actuelle. 
Notre intérêt est d'obtenir des chloroplastes de classe l (Hall 
1972) qui démontrent une assez grande activité photosynthétique, et 
c'est ce qui nous a amené d'ailleurs à utiliser les gradients de "si1i-
ca sa 1" . . 
II.9 Séparation des chloroplastes sur gradient continu de Ludox AM 
La séparation des chloroplastes par centrifugation sur des gra-
dients de densité aqueux a été démontrée par plusieurs chercheurs (Leech 
1964, Still et Price 1967, Lytt1eton 1970, Rocha et Ting 1970, Mi1fin et 
Beevers 1974) et plusieurs degrés d'intégrité et de pureté ont été obte-
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nus. Bien que plusieurs de ces préparations apparaissent intactes au mi-
croscope électronique et bien qu'elles présentent certaines activités en-
zymatiques, seulement les préparations de Morgentha1er et co11.(1974 et 1975) 
sur gradient de densité de Ludox AM montrent une a.ctivité photosynthétique 
pleine , i.e. l'émission ·d'oxygêne sous l'action de la lumière lorsque le 
CO2 est l'oxydant unique. 
Bien que la séparation des chloroplastes sur gradient de sucrase 
- - . 
semblait satisfaisante, nous nous sommes orientés vers les gradients continus 
de Ludox AM principalement pour la raison ci-haut mentionnée. 
II.9.1 Préparation des gradients continus de Ludox AM 
Le Ludox AM est acheté (E.I. Dupont de Nemours, P.Q.) sous for-
me de sol avec 40 % (P/V) de Si02 et purifié selon la procédure suivante 
(Morgenthaler 1974): le pH du sol est ajusté ~ 6.8 par addition lente de 
la forme hydrogénée d'une résine échangeuse de cation (Biorad A G 50w XB, 
100-200 mesh); lorsque la résine eut été enlevée par filtration ~ tra-
vers de la gaze, 25 g/l de charbon activé est ajouté et le mélange est 
brassé toute la nuit. Le charbon est ensuite enlevé par des filtrations 
successives sur de la gaze, puis sur un bain humide de "terre diatomée" 
(Sigma grade l), préparé sur la surface d'un filtre de fibre de verre (Gel-
man Type E) qui lui est déposé sur un verre fritté grossier; finalement 
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le sol est filtré sur un papier filtre (Whatman no 5) dans un entonnoir Buck-
ner. 
Gradients linéaires de Ludox 
Quatre gradients standards soit 1.05gde poly~thylèneglycol (PEG 6000, 
Canlab, P.Q.),0.35 g de serum albumine bovine (BSA Sigma, Mo) et 0.35 g de 
Ficoll (Pharmacia, P.Q.) sont mélangés dans 35 ml de Ludox AM purifié. La 
densité de la solution finale est de 1.22 g/ml ~ 230 C. Les solutions de 
départ et finale des gradients contiennent 0.5 et 4.5 ml respectivement 
du mélange Ludox/PEG/BSA/Ficoll dans un volume global de 5.5 ml. Les 
solutions de départ et finale contiennent de plus, les mêmes solutés que 
le milieu de resuspension et l mg de GSH/35 ml. La concentration des ingré-
dients du milieu de resuspension est donc constante sur toute la longueur du 
tube A centrifuger mais il y a un gradient en Ludox/PEG, BSA/Ficoll. 
Des gradients linéaires de 11 ml chacun sont générés dans des tubes A 
centrifuger de nitrate de cellulose de 13 x 95 mm (Beckman, P.Q.) à 
l'aide d'un appareil déjA décrit par Oster (1964). 
II.9.2 Centrifugation isopycnigue des chloroplastes 
Un aliquot de 0.5 ml de chloroplastes bruts est déposé sur le 
lit du gradient de Ludox et centrifugé (IEC Modèle B 50) dans un ro-
tor à angle de tube variable (IEC Modèle B 230) A 7 000 rpm pendant 
15 min. L'accélération maximum de ~entrifugation est 8,000 g. 
II.9.3 Fractionnement et profil des gradients continus de Ludox AM 
Pour enregistrer le profil des gradients de 11 ml, les tubes sont 
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percés avec une aiguille de 20 g et des fractions de 50 gouttes sont col-
lectées (0.6 ml). La courbe du profil du gradient nous est donnée en sui-
vant l'indice de réfraction (A l'aide d'un réfractomètre d'Abbé) à 230 C (Fig.13). 
--
La densité (figure 15) de chaque fraction nous est donnée en convertissant 
les valeurs de l'indice de réfraction par une courbe standard (Figure 14). 
Cette courbe est une relation entre l'indice de réfraction et la densité A 
230C pour diverses solutions de Ludox/PEG/BSA/Fico11. 
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II.9.4 Profil de la distribution des chloroplastes 
Pour enregistrer le profil de la distribution des chloroplastes de 
nouveau les tubes sont percés avec une aiguille de 20 g et des fractions 
de 25 gouttes (0.3 ml) sont collectées. Elles sont ensuite diluées avec 
1 ml de tampon de resuspension. La courbe de la distribution des chloro-
plastes nous est donnée en suivant 1 'absorbance a 680 nm dans une cellule 
dont le trajet est de 1 mm (figure 16). 
La figure 16 nous indique en ordonnée 1 'absorbance de la chloro-
phylle a 680 nm en fonction du numéro de la fraction. A première vue 
deux classes de chloroplastes sont séparées sur le gradient: une premiè-
re dont la densité des chloroplastes est de 1.15 et une seconde dont la 
densité est de 1.12. 
Par microscopie électronique, les chloroplastes dont la densité 
est de 1.15 correspondent à des chloroplastes intacts (figure 17) c'est-
à-dire, des chloroplastes qui ont conservé leur membrane et leur stroma 
(classe 1) et ceux dont la densité est de 1.12 correspondent à des chlo-
roplastes cassés (figure 18). 
Ce type de gradient nous occasionne un sérieux problème, soit la 
reproductibilité des résultats. Régulièrement il est impossible de sépa-
rer le chloroplastes en deux bandes parfaitement distinctes. Il nous est 
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FIGURE 16 PROFIL. DE LA DISTRIBUTION DES CHLOROPLASTES DANS UN GRADIENT CONTINU DE 




Fi gure 17 
Chloroplastes intacts séparés sur gradient continu de Ludox 
(d = 1. 15; 6825 X). 
Figure 18 
Chloroplastes cassés séparés sur gradient continu de Ludox 
(d ~ 1.12; 4220 X). 
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Comme nous avions besoin dlune séparation plus efficace, nous 
avons délaissé cette méthode pour tenter dlobtenir de meilleurs résul-
tats avec des gradients discontinus de Ludox. 
II.10 Séparation des chloroplastes sur gradient discontinu de Ludox AM 
Lluti1isation de la silice co11oTda1e pour la fabrication de gra-
dients discontinus connut du succès avec Lyttleton (1970). 
Les chloroplastes séparés sur ce type de gradient nlavaient pas 
leur pleine activité photosynthétique. , Mais la purification de ~ Ludox, 
1 luti1is~tion ,. de la BSA ' et du PEG ,ont amé1iQré la situation. 
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Ainsi nous pensons que 11 uti1isation des quatre· substances, soit le 
kudox,PEG, BSA et Ficol1 sur gradient discontinu devrait assurer la plei-
ne activité phôtosynthétique aux chloroplastes. 
Dlautre part Lytt1eton (1970) avoue qu li1 avait de meilleurs rende-
ments de séparation sur gradient discontinu de Ludox que sur gradient con-
tinu. 
II.10~1 Préparation des gradients discontinus de Ludox AM 
De nouveaux,les 4 standards pour gradients sont utilisés dans les 
proportions suivantes: 1.05 g PEG, 0.35 g Ficol1 et 0.35 g BSA sont dis-
sous dans 35 ml de Ludox AM purifié. Puis 4 solutions de différentes 
densités sont préparées en ajoutant différentes portions de tampon de 
resuspension. 
Les couches de densités différentes sont déposées successive-
ment à l laide d'une pipette Pasteur. 
II.10~2 Fractionnement et profil des gradients discontinus de Ludox AM 
Pour analyser le profil dé ce type de gradient,0.5 ml d'eau 
distillée est déposée sur le lit du gradient et le tube est centrifugé 
à 7 000 rpm pendant 12 min. 
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Puis le tube est percé à l laide d'une aiguille de 20 g et séparé en frac-
tion de 50 gouttes (0.6 ml) et on prend les mesures de l 'indice de ré-
fraction à l laide d'un réfractomètre d'Abbé. 
Le profil d'un gradient discontinu de Ludox est montré dans la 
figure 19 où l 'indice de réfraction à 240 c est représenté en ordonnée 
et le numéro de la fraction en abscisse . 
• 
Les valeurs d'indice de réfraction sont converties en densité à 
1 laide de la figure 14. 
La figure 20 nous donne la densité correspondante de chaque frac-
tion. 
On observe qu'il est très facile de reproduire le gradient d'un 
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FIGURE 20 GRAPHIQUE DE LA DENSITE A 2~C ' EN FONCTION DU NUMERO DE LA FRACTION , 3 ESSAIS (GRADIENT DISCONTINU DE LUDOX) 
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un peu lors de leur déposition successive. 
II.10.3 Profil de la distribution des chloroplastes 
Les quantit~s de chlorophylle déposées, la centrifugation des gra-
dients et le fractionnement des gradients sont effectués comme aux para-
graphes II.9.2 et II.9.4 (page 105 et 109 respectivement). 
Les chloroplastes déposés sur gradient discontinu de Ludox se 
distribuent dans le milieu tel que présenté a la figure 21. 
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Ils se séparent en deux bandes majeures; la bande inférieure cor-
respond a des chloroplastes qui ont une densité de 1.15 et la bande supé-
rieure a des chloroplastes qui ont une densité de 1.12 (figure 22). Une 
très petite bande apparaît également a une densité de 1.09. Nous en avons 
ignoré son contenu. 
Le pourcentage de chloroplastes dont la densité est de 1.15 peut varier 
considérablement d'une extraction a 1 lautre comme le montre la figure 
21; le tube de gauche correspond a une extraction qui avait été faite le 
matin. Le tube de droite a une extraction qui avait été faite 1laprès-
midi. De plus le lot d'épinard utilisé nlest pas le même dans les deux 
cas. 
Une bande de très faible intensité (figure 23) localisée a une 
densité de 1.20-1.21 gjm1. apparaît quelque fois dans le gradient. 
Nous nlavons pas insisté davantage sur le contenu de cette bande. 
Figure 21 
Profil de la distribution des chloroplastes dans un gradient 
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FIGURE 22 PROFIL DE LA DISTRIBUTION DES CHLOROPLASTÈS DANS UN GRADIENT DE LUDOX 




Profil de la distribution . des chloroplastes dans un gradient 
discontinu de Ludox m'ontrant difficilement la bande à une den-
sité de 1.20-1.21 
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Au microscope électronique, les chloroplastes dont la densité 
est de 1.15 apparaissent intacts en plus grande majorité (Figure 24). 
La bande dont la densité est 1.12 est une population mixte 
de chloroplastes i.e., des chloroplastes cassés et des chloroplastes 
intacts (Figure 25). 
Les techniques de séparation des chloroplastes sur gradient de 
densité ne permettent pas d'obtenir régulièrement un rendement d'inté-
grité de 1 1 ordre de 90% et plus. 
Tout récemment par contre, Nakatani et Barber (1977 ) auraient mis 
au point une méthode très simple qui permettrait d'obtenir des rendements 
de chloroplastes intacts de 1 1 ordre de 100%. 
Le système intact est d'une grande importance si on veut relier 
les phénomènes observés aux thylakoides et au stroma. 
II.11 Mesure de l 'intégrité des chloroplastes par la réaction de Hill 
La microscopie électronique est une excellente méthode pour éva-
luer le pourcentage de chloroplastes intacts dans une suspension, mais 
cette technique est longue et pénible. 
La réaction de Hill est une méthode assez simple qui peut nous per-
mettre d'évaluer le pourcentage de chloroplastes intacts dans une suspen-




Chloroplastes intacts séparés sur gradient discontinu ~e Ludox (9750 X). 
Figure 25 
Chloroplastes cassés et intacts séparés sur gradient discontinu de 
Ludox (8225 X). 
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II.11.1 Principe de la réaction 
L'estimation de la proportion de chloroplastes intacts est liée à la 
vitesse d'une réaction avant et aprês un choc osmotique (Heber et Santarius 
1970) qui sera suffisant pour briser tous les chloroplastes intacts déja 
présents dans la préparation. L'essai sur l'intégrité du chloroplaste peut 
être basé sur les réactions où un composé ne traverse _pas rapidement la mem-
brane d~ - chloroplaste. Parmi ces composés que l'on croit réagir seulement 
avec les chloroplastes brisés il faut inclure le NADP, une nucléotide adény-
lique (Herber 1974) et l'oxydant de Hill soit le ferricyanure (Cockburn et 
Coll 1967, Mcc. Li11ey et Coll 1975). 
La réaction de Hill est mesurée en enregistrant la variation de volta-
ge (c'est-a-dire le changement d'absoybance) engendrée lors de la réduction 
du ferricyanure par le chloroplaste. 
Le calcul du pourcentage de chloroplastes non cassés peut s'èffectuer de la 
façon suivante: 
t::.'mV l t::.'mV o 
t 1 to 
X 100 
t::.' 'mV l t::.' 'mV o 
tl to 
où t::.'mVo,est la variation de voltage lorsque la lumiêre rouge est éteinte 
et avant le choc osmotique. Cette valeur est zéro. 
t::.'mV1,est la variation du voltage lorsque la lumière rouge est allumée, 
avant le choc osmotique. 
t::.' 'mVoest la variation de voltage lorsque la lumière rouge est éteinte 
après un choc osmotique. Cette ve1eur est zéro. 
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f},"mV , est la var;at;Qn de voltage lorsque la lumiêre rouge est 
allumée aprês un choc osmo ti que. 
to est le temps lorsque t = a 
tl est le temps lorsque t = A min. ou A sec. 




Activité = X 100 = 74.4 % 
39 a 
-s- 0" 
et le pourcentage de chloroplastes intacts sera 
% d'intégrité = 100 74.4 = 25.6 % 
II.11.2 Procédure 
Un certain volume d'une suspension de chloroplastes bruts ou un cer-
tain volume de chloroplastes obtenus sur' gradient de densité est déposé avec 
précaution dans le fond d'une cuvette spectrophotométrique (la mm de parcours 
opti que). 
Les chloroplastes séparés sur gradient discontinu et dont la densité 
est de 1.15 ont été préalablement centrifugés (Sorval Re-3, Rotor Hg-4) A 
1 000 g puis remis en suspension dans le tampon de resuspension. 
Aux chloroplastes déposés dans la cuvette, on ajoute 3 ml d'une solu-
tion ayant la composition suivante: il s'agit du milieu de base qui a servi 
à l'extraction des chloroplastes (voir page 79) dans lequel on dissout 
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l'oxydant de Hill soit 15 mM de K3 Fe(CN)6' ensuite la mM de D,L-g1ycéra1-
déhyde et 5 u mole/mol de NH4C1. Ce milieu est brassé avec une grande pré-
caution et la réduction du Fe (cn)6-3 est suivie à 410 nm avec le système 
déjà décrit (voir section II.1.3, page 46). Un tracé de base, lorsque la 
source d'irradiation est éteinte, est accompli; si le tracé est linéaire 
la source d'irradiation est allumée pendant quelques minutes et la réaction 
de Hill débute. Puis la source est éteinte et nous- recommencons la réac-
tion avec une suspension de chloroplastes ayant subis un choc osmotique. 
De nouveau, le même volume de chloroplastes que pour la réaction 
de Hill sans choc osmotique est déposé dans le fond de la cuvette, 
1.5 ml du milieu d'éclatement sont ajoutés aux chloroplastes. Le milieu 
d'éclatement a la composition suivante (Joyard et Douce 1976): de l'eau 
fraîchement distillée auque11e on ajoute la mM de tricine pH 7.5 et 4 mM 
de Mg C1 2. L'osmo1arité obtenue étant très faible, l'eau pénètre massive-
ment par osmose dans le chloroplaste. L'enveloppe ne pouvant supporter 
l'augmentation de la pression qui en résulte, éclate et les protéines du 
stroma se répandent dans le milieu. 
Après avoir baigné environ une minute dans le milieu d'éclatement, 
la pression osmotique est réajustée avec 1.5 ml du réactif de Hill dont la 
composition des réactifs est la même que déjà mentionnée (à l'exception du 
D,L-g1ycéraldéhyde qui n'est pas ajouté) mais dont la concentration 
des réactifs est doublée. 
De nouveau la réaction de Hill est suivie en continu pendant 
quelques minutes. 
II.11.3 Précision de la méthode 
Le système tel que décrit précédemment semble démontrer assez 
de précision dans la mesure de l'intégrité des chloroplastes. 'Les ré-
sultats résumés dans le tableau 1 sont les valeurs obtenues de la réac-
tion de Hill pour un même culot de chloroplastes bruts dont la méthode 
de préparation a été résumée dans le schéma 24 puisqu'elle est légère-
ment différente de celle décrite à la section II.5. (page 79). 
Trois essais ont été effectués sur la même suspension de chloro-
plastes (culot no 1) et le temps de la réaction fut le même dans les 
trois cas (4 min). On remarque que le pourcentage de chloroplastes in-
tacts (tableau 1) est relativement le même dans les trois essais, soit 
autour de la valeur moyenne de 39.5 % .
• 
Un graphique typique de la réaction de Hill est montré à la fi-
gure 26. Il faut assumer que le bruit de fond est de ± 0.5 mV lorsque 
la concentration .de chlorophylle est de 10 à 15 ~g/l. 
Ces résultats nous permettent donc de conclure que la précision 
du système est suffisante pour suivre la réduction du ferricyanure de 90-
tassium. 
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TABLEAU 1: Réaction de Hill chez les suspensions de chloro-
pl as tes bruts 
No de No de 
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Hill après 
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50 g de feuilles d'épinard 
lavées à l'eau du robinet 
nervures majeures enlevées 
Macération dans 250 ml de tampon tricine pH 7.8 
l 
Filtr.ation sur 2 couches de gaze puis sur 8 couches 
l 
Centrifugation à 251 9 x 5 min 
Culot dilution dans 10 ml de tampon tri cine 
pH 7.8 
Schéma 24 





































Les essais effectués sur les culots no 2 et 3 ont été faits de la 
même manière que pour le culot no 1. Ces culots proviennent d'extrac-
tions différentes qui ont été accomplies à des journées différentes et 
de la même manière, comme cela est montré dans le schéma 24. 
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II.11.4 Réaction de Hill en fonction de la concentration de chlorophylle 
La variation dans la concentration en chlorophylle ne semble pas modi-
fier la réponse du système si on demeure dans le domaine de détection du 
photomultiplicateur utilisé (tension maximum 900 V). 
Le tableau 2 résume les valeurs de la réaction de Hill lorsque la 
concentration de la chlorophylle est augmentée par multiple de deux et de 
trois. 
La concentration en chlorophylle est évaluée dans le culot de base. 
Après les dilutions subséquentes, les nouvelles concentrations sont établies 
par calcul numérique. Les résultats du tableau 2 nous montrent que la va-
riation de la concentration de chlorophylle në "modifie pas le -pourcentaqe 
de chloroplastes intacts dans une suspension donnée. 
La limite supérieure de détection (grandes concentrations de chloro-
phylle) dépend de la tension appliquée au photomultiplicateur. Il existe une 
concentration de Ch1 où la lumière d'excitation ne se rend plus au photo-
multiplicateur parce que la solution est trop dense. Si nous appliquions 
une tension de 1000 volts il y aurait des risques d'endommager le photo-
multiplicateur. Pour augmenter le signal nous pourrions néanmoins augmenter 
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TABLEAU 2: Réaction de Hill dans une suspension de chloroplastes 
bruts. Influence de la concentration de chlorophylle 
No de No de 















































NOTE: chloroplastes extraits selon la méthode présentée à la section II.5 
(page 79). 
la transmission du filtre de densité neutre devant la source de détection. 
II.11.5 Réaction de Hill chez les chloroplastes intacts séparés sur 
gradi ent di sconti nu de Ludox AM 
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La réaction de Hill chez les chloroplastes intacts séparés sur gradient 
discontinu ' de Ludox AM démontre généralement moins d'activité avant le 
choc osmotique que tout autre type de ':suspension de chloroplastes. 
Le tableau 3 est un résumé du pourcentage de chloroplastes intacts 
trouvés lors de leur séparation sur gradient discontinu de Ludox. 
D'une extraction ~ 1 lautre il est pratiquement impossible d'obte-
nir un pourcentage de chloroplastes variant autour de la même -valeur. 
Cette observation peut s'expliquer de la façon suivante: 
La procédure avant de fai re une mesure de 11 acti vité de Hi 11 est 
suffisamment longue pour quia chaque manipulation il y ait un risque d'en-
dommager les chloroplastes intacts. Mais le bris des chloroplastes causé 
par la manipulation doit être minimum. 
L'étape cruciale est la remise en suspension des chloroplastes après 
la recentrifugation à 1000 x g. Le milieu doit être suffisamment homogénéi-
sé et cette opération doit se faire avec précaution. Par contre, si trop 
de précautions sont prises la population de chloroplastes ne sera pas homo-
gène dans la suspension. Ceci se réf1étera sur la variation du voltage 
avant et après le choc osmotique. 
TABLEAU 3: Réaction de Hill chez les chloroplastes intacts 
No de Temps de 
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Un meilleur tampon de resuspension tel que suggéré par Walker 
(1971) où le sorbitol est utilisé à la place du sucrose devrait âmélio-
rer la condition osmotique des chloroplastes. Cette hypothèse serait 
A vérifier. 
Tout de même, la séparation des chloroplastes sur gradient discon-
tinu de sucrose nous donne un rendement d'intégrité variant autour de 75-
80 % si on exclut l'essai no 6. 
L'essai no 6 est mentionné pour indiquer qu'il arrive parfois que 
des chloroplastes considérés comme étant intacts (0 : 1.15) répondent au 
réactif de Hill avec la même intensité avant et après un choc osmotique. 
La dernière hypothèse serait que les chloroplastes intacts entraî-
nent avec eux des thylakoides isolés lors de la centrifugation isopycni-
que. Cette quantité de thylakoides mêlÉs aux chloroplastes intacts pour-




Ce chapitre recouvre le matériel et les méthodes expérimentales 
utilisés qui nous permettront de faire l'étude des propriétés photophysiques 
des chloroplastes en suspension. 
Dans la partie expérimental, nous avons fait la description d'un 
spectrophotomètre commercial et d'un photomètre construit dans nos ateliers; 
nous avons également fait la description de spectrofluorimètres lasers et 
d'un spectrophosphorimètre. 
Les mesures d'absorption, de fluorescence et/ou de phosphorescence 
seront faites sur des chloroplastes bruts et sur des chloroplastes intacts 
ou cassés, séparés sur différent type de gradient. Nous avons évalué la 
nature des chloroplastes par la microscopie électronique et par la réaction 
de Hill. 
CHAPITRE III 
SPECTROSCOPIE DE CHLOROPLASTES EN SUSPENSION 
.. 
Dans ce chapitre nous couvrirons l'aspect spectroscopique des 
suspensions de chloroplastes bruts ou des suspensions de chloroplastes 
séparés sur gradient de densité. Nous présenterons des résultats expé-
rimentaux provenant de la spectroscopie d'absorption, de la spectrosco-
pie d'excitation et de la spectroscopie de fluorescence ~ la températu-
re ambiante et a la température de l'azote liquide. Il est à remarquer 
cependant, que ce dernier type de spectroscopie, soit la spectroscopie 
de fluorescence, couvre la majeure partie de ce chapitre. 
111.1 Spectre d'absorption d'une suspension de chloroplastes 
On a mentionné au chapitre l que l'acte primaire de la photosyn-
thèse était l'absorption d'un photon. 
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On peut s'imaginer les niveaux énergétiques permis aux pigments con-
tenus dans un chloroplaste grâce à la figure 27. Cette figure est le spec-
tre d'absorption électronique d'une suspension de chloroplastes baignant 
dans un tampon tri cine. 
Le spectre présente les caractéristiques suivantes: deux bandes 
dont le maximum d'absorption se situe à 680 nm et 440 nm; il s'agit 
aussi de deux épaulements vers 650 nm et 630 nm et de deux autres épaule-
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Les bandes d'absorption dans le rouge sont indicatrices de la pré-
sence des chlorophylles ~ et ~, quant aux bandes d'absorption dans le bleu 
elles sont indicatrices des chlorophylles ~ et ~ de même que des pigments 
accessoires qui sont dans le cas des chloroplastes d'épinard, les caroté-
noides. 
Par ailleurs, le spectre électronique d'une suspension de chloro-
plastes déposée dans un solvant organique (eau-acétone 20/80 %) a grossiè-
rement les m~mes caractéristiques spectrales (figure 28) qu'une suspension 
de chloroplastes dans un tampon tricine. 
Cette fois-ci, il s'agit de deux bandes dont le maximum d'absorption 
est déplacé vers 665 nm et 435 nm et les quatres épaulements sont également 
visibles vers 620 nm et 580 nm, 460 nm et 410 nm. De plus, les bandes sont 
mieux définies comparativement au spectre précédent (figure 27) car dans ce 
cas, il y a absence de diffusion de lumière dans la solution. 
La figure 27 se compare assez bien avec tout autre spectre déjà pré-
senté dans la littérature. Mentionnons pour ne citer que deux exemples, 
que la figure s'identifie au spectre de l'algue Chlorella (Latimer et Rabi-
nowitch 1956; Emerson et Lewis 1940); la différence majeure entre notre 
spectre et celui des auteurs ci-haut mentionnés est que dans notre cas, la 
vraie valeur de 1 'absorbance ne peut pas être déterminée (le spectre est dé-
phasé de 0 à 0.7 en valeur d'absorbance). Nous attribuons ce phénomène à la 
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En effet, bien que ce soit normalement facile d'effectuer un spec-
tre d'absorption électronique, le cas n'est pas si simple lorsqu'il s'agit 
de mesurer le spectre d'absorption de la chlorophylle ~ in vivo. 
Nous avons relevé dans la littérature deux cas qui peuvent modifier 
un spectre d'absorption d'une suspension de chloroplastes: 
. i) Latimer (1956, 1958 et 1959) nous informe que dans le cas d'une 
suspension de chJoroplastes, la lumiêre du faisceau de détection est forte-
ment di ffusée (di ffusi on de Rayl ei gh) .et ce phénomêne :peut augmenter l' absorp-
tion si elle est mesurée par un spectrophotomêtre conventionnel; le spectre 
d'absorption peut aussi être distortionné. 
ii) Le même auteur ajoute aussi que la fluorescence contribue éga-
lement à la lumiêre transmise particulièrement lorsque l'absorption est 
grande. 
Il Y va de soi que ce problême a été contourné par l'auteur en uti-
lisant des filtres qui éliminent la lumière parasite. 
Nous avons passé outre cette recommandation car pour nous, il s'agis-
sait de reconnaTtre, à l'aide d'un spectre d'absorption, les p~gments pho-
tosynthétiques qui composent le chloroplaste d'épinard. La résolution des fi-
gures27 et 28 est adéquate et correspond suffisamment à nos aspirations. 
Pour terminer avec l'absorption d'une suspension de chloroplastes 
nous donnons à titre d'information que la bande d'absorption (dans le rou-
ge) de la ch1 a in vivo est large (30 nm de largeur de bande à la demi-
hauteur) comparativement à la même bande de chl a dans un solvant orga-
nique (18 nm de largeur de bande à la demi-hauteur). Ces données ont 
été puisées chez Govindjee et coll. (1967); les auteurs suggèrent, d'a-
près ces résultats, que la chl a in vivo est composée de plus d'une espè-
ce moléculaire. 
143 
111.2 Quelques généralités sur la fluorescence 
Les mesures de fluorescence sont exploitées à fond dans llétude 
de la photosynthèse car ce processus se produit approximativement au mo-
ment des premières étapes de la conversion dlénergie. Il est donc impor-
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tant de comprendre quelle est l lorigine de la fluorescence au niveau de la 
photosynthèse et la manière avec laquelle toutes modifications de llenvi-
ronnement peut changer ses caractéristiques. Les trois parties qui sui-
vent présentent les généralités sur la fluorescence des chloroplastes avant 
dlentreprendre la partie sur nos mesures expérimentales. 
III.2.1 Définition 
Lorsqulune molécule de chlorophylle se trouve au niveau vibration-
nel le plus bas dlun état singulet excité et qulelle dissipe cette énergie 
pour revenir à 1 létat fondamental en émettant un photon, on dit qulil y a 
fluorescence. Ce processus peut slécrire selon le mécanisme, 
ch 1 *'--------7) ch l + 
Dlaprès lléquation de Planck, la longueur dlonde du photon émis 
est donnée par la relation, 
À = h c 
El - El 0 
où El est 11 énergi e du niveau vibrationnel 
excité et El 0 celle du niveau vibrationnel 
par la transition. 
(I) 
le plus bas de llétat singulet 
de l létat fondamental atteint 
Si EO est l'énergie de l'état vibrationnel le plus bas de l'état 
fondamental, on aura toujours 
donc El < E 
o 
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Le mécanisme (1) et l'.équation (1) sont les représentations les plus sim-
plespour décrire la" fluorescence provenant d'un monomêre de chlorophylle, 
c'est-à-dire dans le cas où nous sommes en présence d'une solution de chlo-
rophylle suffisamment diluée. 
Dans le cas d'agrégat de chlorophylle, comme c'est le cas chez le 
chloroplaste, les propriétés de fluorescence de la chlorophylle sont modi-
fiées. Il peut y avoir,par exemple, un très fort quenching de la fluores-
cence de la chlorophylle~. En fait dans un système aussi complexe on par-
le plutôt d'exciton de fluorescence migrant à travers les collecteurs des 
photosystèmes. 
Il conviendrait peut-être avant d'aborder les résultats expérimentaux 
de faire une mise au point sur toute la terminologie utilisée dans le cas de 
la fluorescence de chloroplastes. 
• 
Tous les néophytes remarqueront que dans ce domaine de la photosynthè-
se ,une assez grande quantité de termes sont utilisés tels, par exemple, lu-
minescence, fluorescence constante, fluorescence variable, fluorescence rapi-
de,etc. Nous allons tenter dans les deux sous-sections suivantes de dé-
finir l'entité propre de quelques-uns de ces termes. 
111.2.2 Fluorescence et luminescence 
Parmi les processus primaires de la photosynthèse, les termes fluo-
rescence et luminescence sont deux entités distinctes. Selon la termino-
logie de Lavore1 (1975), la luminescence et la fluorescence ont une natu-
re identique, c'est-a-dire qu ' e11es sont le résultat de la désactivation 
d'excitons à l'état singulet excité mais les deux processus ont une ori-
gine différente. Il les distingue par les termes exciton de fluorescen-
ce (E F) et exciton de luminescence (EL); le terme exciton a le sens de 
quantum d'excitation électronique migrant à travers les collecteurs du 
PS II. 
Les excitons de fluorescence ont une durée de vie courte; elle 
est de l 1 ordre de lO-9sec . L'origine de cette fluorescence sont les chlo-
rophylles collectrices du PS II ou même le piège d'énergie lui-même. 
La luminescence est caractérisée comme une fluorescence différée 
de la chlorophylle avec une durée de vie moyenne (déclin polyphasique) 
considérablement plus longue et une intensité beaucoup plus faible que 
celle de la fluorescence rapide (Lavorel 1973). 
La découverte .de ce phénomène date de 1951 (Strehle'r et Arnold 
(1951).). On caractéri.se la luminescence. par les ,termes fluorescence 
retardée, .1 umi ère retardée ou "afterg1 ow". 
La fluorescence retardée semble être liée aux processus primaires de 
la conversion photochi mique de 1 'énergie dans 1 1 appareil photosynthétique 
(Arnold et Thompson 1956). 
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et son existence nécessite l'intégrité fonctionnellè de 1 'unité photosyn-
thétique (Strehler et Arnold 1951). 
On pense que le mécanisme élémentaire de la luminescence est la re-
combinaison des charges primaires, c'est-a-dire l 'inverse de la conversion 
photochimique (Lavorel 1968). 
+ 
Z Ch 1· Q ) Z Chl Q + EL (2 ) 
où EL est un exciton de luminescence. 
L'intensité de fluorescence, F, peut être exprimée par la simple 
relation (Lavorel et Joliot 1972): 
F= <1> l (II ) 
où <1>, le ren~ement quantique, est le facteur de proportionnalité entre F 
et 1, I..est .l'inte.nsité . de la lumière absorbée. 
De la même manière, L, l 'intensité de luminescence est définie par 
(Lavorel et Joliot 1972): 
(1 l 1) 
et cette équation dit qu1un flux J de EL est injecté dans les collecteurs 
du PSU et il est subséquemment exprimé en tant que flux lumineux, L, avec 
un rendement quantique (<1». 
Cependant lorsqu'on applique la relation F (équation II)et la rela-
tion L(équation III)aux deux modèles d'unités photosynthétiques (modèle sé-
paré et connecté) les rendements quantiques <1> et ( <1» sont dépendants des 
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autres variables le sujet a été t~aité en profondeur par Lavore1 (1975). 
L'émission de lumière retardée a pris une expansion considérable 
depuis qu'on la sait associée aux processus primaires et secondaires de 
l a photosynthèse , (vo; r chapitre 1). 
Une pluie de publications traite le sujet et citons entre autres 
les travaux de Bertsch et co11.(1967), Jursinic et Govindjee (1971), 
Wraight et Crofts (1971), Newman et coll .(1973), Hipkins et Barber (1974 a, 
1974 b), Ve1thuys et Amesz (1975). 
La fluorescence chez les organismes photosynthétiques représente 
une perte de l'énergie lumineuse. Cette perte est· cependant très faible 
puisque le rendement de fluorescence de la ch1 a chez les cellules vivan-
tes est seulement d'environ 3 %. 
Presque tous les pigments photosynthétiques (a l'exception des ca-
roténoides) fluorescent en solution.ln viv6~ cependant, la fluorescence 
de la ch1 ~ est dominante parce que le reste des pigments transfèrent leur 
énergie absorbée a la ch1 ~ avec une efficacité relativement grande. 
La portion de ch1 ~ excitée qui est réémise sous forme de fluores-
cence varie avec le rythme de la photosynthèse; en général une faible émis-
sion de fluorescence de la ch1 ~ peut être typique d'activité photosynthé-
tique vigoureuse alors qu'une fluorescence intense est le reflet d'activi-
té photosynthétique inhibée ou faible. 
Cependant, ce n'est pas toute la portion de chlorophylle qui émet 
sous forme de fluorescence qui subit l'influence du transport d'électrons. 
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La courbe cinétique de la fluorescence de la chl ~ d'organismes pho-
tosynthétiques, adaptés à la noirceur et soumis à une période continue d'il-
lumination, a révélé (Lavorel 1959; Clay ton 1969) . la distinction entre 
la fluorescence à rendement variable et la fluorescence à rendement constant. 
111.2.3 Fluorescence constante et fluorescence variable 
La propriété de fluorescence du PS II est utilisée intensivement 
pour étudier les réactions associées à ce photosystème. Il est reconnu 
(Lavorel 1962) que ce photosystème subit différentes étapes de transi-
~ 
tion sous l'action de la lumière. 
En effet sous l'action de la lumière, la fluorescence de la chlo-
rophylle ~ de ce photosystème subit des changements momentanés avec le temps. 
Ces évènements sont connus sous le nom de phénomène d'induction ou l'effet 
Kautsky. 
L'induction de fluorescence peut être caractérisée par 3 états 
consécutifs (Lavorel et Joliot 1973): 0, P et S (Schéma 25a). Elle dé-
montre une partie constante, le niveau 0, et une partie variable d'ampl i-
tude maximum ° -P. Le niveau hypothétique zéro de la fluorescence du 
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Les changements momentanés de fluorescence avec le temps ont été 
divisés en deux types: les changements rapides qui durent quelques se-
condes et les changements lents qui durent plusieurs minutes (Govindjee 
et Govindjee, 1974). 
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Le changement rapide de fluorescence dans le cas des chloroplastes 
de végétaux supérieurs (classe II) est une élévation rapide biphasique 
(schéma 25 b) de niveau initial 0 au plateau P. 
Le niveau 0 représente la fluorescence a l'état physiologique 
dans lequel tous les intermédiaires .intersystèmes sont oxydés. 
Au niveau P, un état stationnaire est atteint et a ce niveau les 
électrons sont donnés au pool intermédiaire par le PS II et dérobés par 
le PS l a des vitesses équivalentes. 
Chez les algues, chez les feuilles intactes et chez les chloroplastes 
intacts des végétaux supérieurs qui ont retenu leur membrane extérieure (Clas-
se 1), l'élévation OP est suivie d'une décroissance plus lente vers un ni-
veau plus bas S (schéma 25 c). 
L'élévation de fluorescence 01 (schéma 25 b) est presque toujours 
synchronisée avec l'augmentation de la vitesse de l'émission d'oxygène. 
Le déclin IQ a été attribué a l'oxydation de Q par le PS 1. 
L'augmentation de fluorescence de 0 à P est un processus synchro-
nisé avec la diminution de l'émission d'oxygène. Elle est également 
responsable de la fluorescence variable. 
L'élévation rapide de fluorescence le long de OP semble slex-
pliquer par la réduction de 1 laccepteur primaire d'électron, Q. A me-
sure que Q- s'accumule les quanta de lumière arrivant au centre de réac-
tion ne peuvent plus servir à la photosynthèse et ils sont réémis sous 
forme de fluorescence. 
L'exciton peut également revenir à 1 'état fondamental par un pro-
cessus non radiatif; il peut être transféré à un autre piège énergéti-
que; il peut être retourné aux pigments collecteurs et se désactivg r 
sous forme de fluorescence ou par un processus non radiatif. 
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La fluorescence variable est donc une combinaison provenant de l'émis-
sion de la chl a 678 et du P 680. 
Le déclin plus lent du maximum P au niveau S coincide avec l'augmen-
tation de la vitesse de 1 'émission d'oxygène (Ba~nister et Rice, 1968). Le 
déclin PS semble donc indiquer qu'il y a une augmentation de 1 'utilisation de 
1 'énergie pour la photosynthèse aux dépens de l i fraction émise par fluores-
cence. 
La première vague de fluorescence rapide (OPS) est succèdée par un 
second changement (plus lent) pendant lequel le rendement de fluorescence 
de la chlorophylle g s'élève à un maximum M et décline lentement au niveau 
terminal T (schéma 25 d). 
A la fin de ce changement la vitesse de l 'émission d'oxygène et 
le rendement quantique de fluorescence de la chl ~ ont atteint des va-
leurs d'états stationnaires. Le changement lent de fluorescence serait 
da en partie aux processus qui contrôlent la distribution de l'énergie. 
111.3 Spectre d'excitation d'une suspension de chloroplastes 
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Avant d'entrer dans le coeur même de la fluorescence nous présen-
tons la figure 29, qui est un spectre d'excitation d'une suspension de chlo-
roplastes bruts. Nous rappelons qu1un spectre d'excitation nous indique 
pour quelles valeurs de longueur d'onde la fluorescence d'une solution sera 
maximum. On voit d'après la figure 29 que la fluorescence d'une suspension 
de chloroplastes sera maximum si la lumière d'excitation utilisée est d'en-
viron 470 nm. 
On a déja établi au chapitre II que les sources d'excitation utilisées 
était un laser He/Cd (Àexc = 441.6) et un laser He/Ne (Àexc = 632.8). 
D'après le spectre d'excitation montré a la figure 29, on voit que le laser 
He/Cd utilisé comme source d'excitation permettra d'obtenir des intensités de 
fluorescence . proche du maximum. Par contre le laser He/Ne devrait permettre 
une moins grande intensité de fluorescence. 
111.4 Spectre de fluorescence d'une suspension de chloroplastes a la tem-
pérature ambiante 
Maintenant que nous avons clarifié la terminologie sur le plan émis-


































































550 600 650 700 
D'ONDE, nm 




nos résultats expérimentaux du côté de la spectroscopie de fluorescence. 
Nous ouvrons cette sous-section par des mesures de fluorescence à la tem-
pérature ambiante; d'abord parce que cela nous permettra de présenter 
deux de nos spectrof1uorimêtres; en second lieu, comme 1 laccent dans la 
section suivante sera porté sur la fluorescence à basse température~ il 
est bon de bien identifier d'abord la nature du spectre de fluorescen-
ce à la température ambiante. 
Ajoutons pour renforcir le contexte de la terminologie que nous avons 
explicité précédemment que les spectres qui seront présentés résultent de la 
fluorescence rapide provenant de la chlorophylle. 
Un spectre de fluorescence (à la température ambiante) d'une suspen-
sion de chloroplastes bruts et mesuré à 1 laide du systême uv-visible est 
montré à la figure 30. Il s'agit d'une seule bande dont le maximum d'émis-
sion se situe à 680. ± 1 nm. Le spectre d'émission est de plus asymétrique 
par rapport à son maximum. 
Un spectre d'émission d'une suspënsion de chloroplastes intacts, sé-
parés sur gradient discontinu de Ludox, et mesuré par le systême de détection 
pour le visible et le proche infra-rouge est montré à la figure 31. 
Le spectre mesuré à la température ambiante, présente une bande prin-
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783 
SPECTRE DE FLUORESCENCE A 298 K D1UNE SUSPENSION DE CHLORO-
PLASTES INTACTS SEPARES SUR GRADIENT DISCONTINU DE LUDOX 
(système visible - proche infra-rouge) 
La figure 31 est le type courant de spectre que 1 Ion retrouve dans 
la littérature, caractérisant la fluorescence à la température ambiante 
d'une suspension de chloroplaste. 
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Précisons que, qu ' i1 s'agissede chloroplastes intacts ou de chloroplastes 
bruts, le spectre de chacun de ces types ' de chloroplastes a la même allure 
à la température ambiante. 
Nous présentons la figure 30 et la figure 31 dans le seul but de com-
parer le système uv-visible et le système visible et proche infra-rouge. 
Nous constat~ns que le système visible et proche infra-rouge a un pouvoir 
de résolution supérieur dans le domaine spectral du rouge et du proche in-
fra-rouge. 
Pour en terminer avec les spectres de fluorescence à la température am-
biante, mentionnons que ces bandes sont à 1 'origine d'une transition (n*-n) 
vers 1 'état fondamental (Govindjee et coll. 1967). On attribue la fluorescen-
ce à 683 nm (F685 ) à ' la ch1 ~ 678 du PS II (Papageorgiou 1975). 
111.5 Spectre de fluorescence pes suspensions de chloroplaste à 77 K 
Pour faire des mesures de fluorescence à 77 'K,i1 est préférable d'ap-
porter une attention particulière aux échantillons qui seront analysés. 
Avant d'analyser les spectres de différentes classes de chloroplastes nous 
explicitons immédiatement la méthode de préparation de nos échantillons. 
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111.5.1 Préparation des échantillons 
Les échantillons de chloroplastes bruts servant aux mesures de fluo-
rescence a 77 K sont préparés de la façon suivante: un certain volume 
(=1.5 ml) des culots de chloroplastes qui ont été remis en suspension dans 
le tampon tri cine est dilué dans un mélange glycérol / H20 (60 / 40 % V/V). 
Ils sont conservés dans ce milieu pendant 36 heures a OOC. 
La concentration de chlorophylle nous est donnée en mesurant l'absor-
bance du milieu .à 680 nm dans une cellule dont le parcours optique est de 
1 mm (la référence est l'air). 
Avant d'être utilisé pour diluer les chloroplastes, le mélange 'glycé-
rol / H20 esc porté au point d'ébullition puis il est refroidi à la tempéra-
ture ambi ante. 
Lorsqu'on fait l'addition du dithionite de sodium à une suspension, 
elle se fait d'abord dans le mélange glycérol / H20 puis les chloroplastes 
sont immédiatement mis en suspension. 
Les chloroplastes séparés sur gradient discontinu de Ludox ou les chlo-
roplastes séparés sur 9radient de sucrose sont séparés selon leur bande res-
pective. Chaque classe est conservée temporairement dans le Ludox ou le su-
crose (à ° -4oC). Puis une portion de chaque classe de chloroplastes est 
mise en suspension dans le mélange glycérol / H20,60%. Le milieu est homo-
généisé en douceur à l'aide d'un policeman. L'absorbance de cette solution 
est mesurée à 680 nm. Une cellule de fluorescence est remplie puis déposée 
dans le cryostat. 
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Lorsque nous abaissons la température a 77 K, le volume d'azote li-
quide versé dans le cryostat est tel qu'il ne fait pas plus de 1/3 du cryo-
stat. De cette façon la cellule gèle en douceur; ce procédé semble favoriser 
la formation des verres "translucides" quoique,il faut l'avouer, le verre for-
mé ne soit jamais parfaitement. translucide. 
Les spectres de fluorescence ne sont pas corr~gés pour l'efficacité de 
transmission du monochromateur et l'efficacité spectrale de la cellule photo-
voltaique. 
La température est mesurée à l'aide d'un thermocouple de cuivre et 
constantin (Omega, Con.). 
111.5.2 Spectre de fluorescence a 77 K d'une suspension de chloroplastes 
bruts 
Un spectre de fluorescence a 77 K d'une suspension de chloroplastes 
bruts est montré a la figure 32. Il s'agit de deux bandes majeures a 682 
et 735 nm ± 2 nm, et d'un épaulement vers 690-695 nm. L'épaulement est un 
peu mieux résolu si nous utilisons des fentes de 2 nm (figure 32, A droite) 
comparativement dans le cas où des fentes de 4 nm sont utilisées. 
De même l'épaulement est moins bien résolu si la longueur d'onde d'ex-
citation est 441 nm (figure 33) au lieu de 632 nm (figure 32). 
A la température de l'azote liquide,il est plutôt difficile d'obtenir 
des résultats consistants sur les spectres de fluorescence in vivo. 
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Les principaux problèmes auxquels il faut s'attendre sont les sui-
vants: 
il est difficile d'obtenir des parcours optiques identiques; il y 
a de multiples réflexions ~ cause de la présence des cristaux de glace. 
Le mélange glycérol / H20 (60/40 % V/V) nous a presque toujours per-
misd'avoir un assez bon signal de fluorescence ~ la température de l'azote 
liquide. 
Le mélange glycérol / tampon tri cine (60 % / 40% V/V) et le tampon tri-
cine donne plutôt de mauvais signaux et même parfois le signal de fluorescen-
ce ~ 685 et 735 nm est complètement perdu ~ mesure que la température appro-
che de 77 K. 
Il semble aussi que le glycérol puisse causer le déplacement de la 
quantité relative d'émission vers les plus courtes longueurs d'onde (Brown 
1977). 
La vitesse de refroidissement de 1 'échantillon de même que sa concen-
tration peut faire varier la hauteur relative de même que la position des " 
maxima d'émission (Cho et Govindjee 1970 b). 
Si la position du signal de fluorescence observé ~ 683 nm et ~ 298 K, 
est similaire à celle du signal de fluorescence observé à 683 nm et à 77 K, 
nous pensons que le milieu congelé est un verre adéquat pour des mesures de 
fluorescence. 
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Par exemple, dans le cas de la figure 32, l lintensité de fluorescen-
ce ~ 298 K et à 683 nm était de 310 ~V et l lintensité de fluorescence 
à 77 K et à 683 nm est maintenant de 290 ~V Cette légêre différence 
peut être due en partie ~ la diffusion de la lumiêre par le verre. En ou-
tre, lorsque la lumiêre dlexcitation est continuellement appliquée sur llé-
chantillon nous remarquons que l lintensité de fluorescence à 683 nm décroit 
avec le temps. Cette deuxième hypothêse explique en partie la différence de 
voltage à 298 K et à 77 K. Tout de même,nous pensons que le premier phéno-
mène a la plus grande part de responsabilité pour expliquer la différence 
de voltage. 
Le tableau 4 résume les paramêtres importants de l lémission de fluo-
rescence de ce type de chloroplastes. 
Llabsorbance à 680 nm nous indique la concentration arbitraire de chlo-
rophylle dans la suspension. Le second paramètre de référence à 298 K est 
l lintensité de fluorescence à 683 nm dénotée F683. Les paramètres de fluo-
rescence à 77 K sont l lintensité de fluorescence à 683 nm (F683), l lintensité 
de fluorescence à 735 nm sur l lintensité de fluorescence à 690 nm (F735/F690) 
et finalement llintensité de fluorescence à 735 nm sur l lintensité de fluo-
rescence à 683 nm (F735/F683). Nous avons également indiqué dans le tableau 
la largeur des fentes du monochromateur. 
On peut rapidement tirer une conclusion des résultats du tableau 4. 
On remarque que les rapports F735/F690 et F735/F683 sont beaucoup plus grands 
lorsque la longueur dlonde dlexcitation est 441 nm. Cette conclusion était 
à prévoir puisque nous avons déjà établi à 1 laide du spectre dlexcitation que 
TABLEAU 4: Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes 
bruts (À exc = 441.6 nm) 
T 298 K 
A680 F683 Fente 












Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes bruts (À exc= 632.8) 
O. l 310 uV 4 nm 290 uV 2.53 1.65 
1~6 
dans le cas du laser He/Cd (Àexc : 441.6) nous pourrions obtenir des intensi-
tés de fluorescence proche du maximum. 
Pour en terminer avec les suspensions de chloroplastes bruts nous avons 
observé 1 1 effet du dithionite de sodium sur ce type de suspension. 
Un spectre de chloroplastes en présence de dithionite de sodium est 
montré à la figure 34. De nouveau, il s'agit de deux bandes dont les maxima 
sont à 683 nm et à 735 nm. L' épau1ement vers 690 - 695 est presque impercep-
tible. 
Les paramètres de fluorescence, lorsque les chloroplastes sont empoi-
sonnés au dithionite de sodium sont résumés dans le tableau 5. Il semble il 
priori que le dithionite de sodium fasse augmenter faiblement le rapport f735/ 
F683 comparativement à une suspension de chloroplastes sans dithionite (Voir 
le tableau 4). Par contre, la différence entre le rapport F735/F690 pour des 
chloroplastes avec dithionite(F735/F690 ~ 4.05) et des chloroplastes sans di-
thionite (F735/F690 ~ 2.53) est beaucoup plus marquante. 
Ces résultats indiquent clairement que 11 addition du dithionite de so-
dium à la suspension de chloroplastes fait augmenter la fluorescence provenant 
de 11 un des photosystèmes. 
Pour appuyer notre hypothèse nous allons définir la provenance des 
bandes de fluorescence. A la température ambiante, la fluorescence à 683 nm 
et le satellite vibrationne1 sont attribuables à la chlorophylle ~ 678 du PS 



































650 690 730 770 810 
LONGUEUR 0' ONOE , nm 
SPECTRE DE FLUORESCENCE A 77 K D'UNE SUSPENSION DE CHLOROPLASTES 
BRUTS EN PRESENCE DE 100 mM DE SODIUM DITHIONITE. 
TABLEAU 5: Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes 
bruts avec dithionite (il. exc = 632.8 nm) 
T = 298 K 
A680 F683 Fente 
















du PS II (chl a 678); la plus grande partie de la fluorescence de la bande à 
735 nm serait due à l'activité de PS l (chl a 705 du PS 1). 
D'autre part, on explique l'apparition à 77 K de la bande à 735 nm 
de la façon suivante: l'effet de la basse température ralentit l'activité 
photosynthétique du PS 1; les photons absorbés par l'antenne collectrice 
du PS l ne sont plus utilisés pour les fins de la photosynthèse et sont réé~ 
mis sous forme de fluorescence. 
Suite à l'addition du dithionite de sOdium,l 'effet direct du poison 
serait de désorganiser l'arrangement spatial des molécules de chloro-
phylles au niveau des antennes collectrices du PS 1; l'effet final serait 
l'augmentation de la fluorescence puisqu'il n'y aurait plus de transfe r t d' é-
nergie. On doit également retenir 1 'hypothèse d'une action du dithionite de 
sodium au niveau du P 700; le surplus de fluorescence pourrait provenir des 
pièges d'énergie eux-mêmes. Dans les deux cas,l 'effet du dithionite de so-
dium serait d'agir au niveau du PS 1. 
III.5.3 Spectre de fluorescence à 77 K d_'une suspension de chloroplastes 
séparés sur gradient discontinu de Ludox et sur gradient conti-
nu de sucrose 
Dans cette dernière sous-section,nous présentons des spectres de fluo-
rescence de chloroplastes séparés sur gradient discontinu de ludox et sur gra-
dient continu de sucrose. Pour chaque classe de chloroplastes (classe l ou II) 
séparés sur ces deux types de gradients nous évaluerons les paramètres de fl uo-
rescence . 
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La figure 35, a gauche, montre un spectre d'émission a 77 K de chlo-
roplastes intacts séparés sur gradient discontinu de Ludox. 
Deux bandes d'émission sont observées a la température de l lazote li-
quide: leur maximum se situe à 683 et a 735 nm ± 2 nm. L'épaulement vers 
690 - 695 nm est très bien résolu (figure 35, à droite). 
Ces résultats semblent conformes aux " résultats obtenus par Govindjee 
et Yang (1966) sur des fragments de chloroplastes d'épinard sauf pour les ex-
ceptions suivantes: 
i) L'intensit~ de fluorescence de la bande à 695 nm est légèrement 
moins grande que l 'intensité de fluorescence de la bande à 683 nm alors que 
chez les auteurs ci-haut mentionnés l 'intensité de fluorescence a ces deux 
longueurs d'onde semble similaire. 
ii) De plus, pour une longueur d'onde d'excitation de 635 nm ils ob-
tiennent un rapport F735/F685 de 2.0alors que pour une longueur d'onde d'ex-
citation de 632.8 nm nous obtenons un rapport de 2.03. 
Le profil de nos spectres est également différent de celui des spectres 
de fluorescence de chloroplastes intacts mesurés par Barber et Telfer (1964) 
et Telfer et Coll 1976. 
Dans tous ces cas, il est difficle de comparer les résultats obte-
nus car la méthode de préparation des chloroplastes, les méthodes de détec-
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Il faut souligner que la rêsolution de la bande a 695 nlest possi-
ble qulavec des fentes de 4 nm. Lorsque nous utilisons des fentes de 8 nm 
la bande a 695 se confond avec 1 'êmission a 685 nm (figure 36). 
Un spectre d'êmission de chloroplastes mixtes (chloroplastes intacts 
et cassês mais dont la majoritê sont cassés) séparés sur gradient discontinu 
de Ludox est montré a la figure 37. 
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Dans l'ensemble le spectre est similaire au spectre des chloroplastes in-
tacts sauf que le rapport F735/F693 a augmentê a 3.1. 
Les paramètres de fluorescence des chloroplastes intacts et mixtes 
séparés sur gradient discontinu de Ludox sont résumês dans le tableau 6. 
D'aprês les résultats inscrits dans ce tableau on peut tirer les con-
clusions suivantes. En ce qui concerne le rapport F73SF683 il est similai-
re que ce soit dans le cas des chloroplastes de classe 1 (intacts) ou de 
classe II (cassês). Par contre il y a une diffêrence assez appréciable en-
tre le rapport F735/F690 des chloroplastes intacts et le même rapport des 
chloroplastes cassés (a population mixte). 
Il semble suite a ces résultats, que l 'activité de fluorescence au ni-
veau du PS 1 augmente légèrement dans le cas des chloroplastes qui ne re-
tiennent plus leur membrane externe; .la situation est comme si 11 ab1ation 
de cette double membrane désorganiserait quelque peu l 1 arrangement spatial 
des molécules de chlorophylles au niveau du PS 1; comme conséquence il y au-
rait une modification dans le réseau du transfert d'énergie et un excédent 
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TABLEAU 6: Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes 
intacts séparés sur gradient de Ludox (Àexc = 632.8 nm) 
T = 298 K 
F683 A680 Fente 
1 mV 0.07 4 nm 
F683 
0.9 mV 








Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes mixtes séparés 
sur gradient discontinu de Ludox. 
1. 36 mV 0.08 4 nm 1.0 mV 3. 1 2.06 
Observons dans un second temps quelle est la situation dans le cas 
de chloroplastes séparés sur gradient de saccharose. 
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Un spectre de fluorescence (a 77 K) de chloroplastes intacts séparps 
sûr gradient continu de saccharose nous est montré à la figure 38. Les ca-
ractéristiques spectrales de la suspension de chloroplastes sont les suivan-
tes: deux bandes parfaitement résolues a 683 et 735 et un épaulement vers 
690-695 nm. Cet épaulement est un peu mieux résolu a la figure 38 (a droite) 
alors que la sensibilité du détecteur a été doublée. 
L'intensité de fluorescence à 683 nm est de 0.44 mv à 298 'K alors que 
l 'intensité de fluorescence a la même longueur d'onde mais a 77 K est de 0.36 
mV. 
Cette petite perte de signal est sDrement due a la diffusion de la lu-
mière émise. Lorsque la température est abaissée a 77 K le mélange glycéro1/ 
H20 ne forme pas un verre translucide; les points de cristallisation diffusent 
la lumière d'excitation autant que la lumière de fluorescence. 
Le rapport F735/F683 est de 2.11 alors que le rapport F735/F690 est 
de 2.92 (Tableau 7). 
Un spectre de fluorescence a 77 K de chloroplastes cassés séparés 
sur gradient continu de sucrose nous est montré à la figure 39 (a gauche). 
Les caractéristiques spectrales de la suspension de chloroplastes 






































660 100 140 160 640 680 120 
LONGUEUR D'ONDE, nm. LONGUEUR DIONDE, nm/. 





TABLEAU 7: Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes 
intacts séparés sur gradient continu de sucrose. (Àexc = 632.8 nm) 
T 298 K 
F683 A680 Fente 












Paramètres de fluorescence d'une suspension de chloroplastes cassés séparés 
sur gradi ent conti nu de sucrose. (À exc = 632.8 nm) 
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~ 
L'épaulement entre 690 - 695 est presque imperceptible et ce, même lorsque 
la sensibilité du détecteur est doublée (figure 39, à droite). 
L'intensité de fluorescence à 77 K à 683 nm et l'intensité de 
fluorescence à la même longueur d'onde mais à 298 K. est de 0.50 et 0.51 
mV respectivement. La similHude des intensités de fluorescence aux tempé-
ratures opposées indique sûrement que le verre formé lors de l'abaissement 
de la température était en assez bon état. 
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Le rapport F735jF683 est 2.2 et le rapport F735jF690 est 3.66 (tableau 
7). 
Après avoir observé les spectres de fluorescence des différents types 
de chloroplastes ainsi que leurs paramètres de fluorescence,la question sui-
vante se pose: Ces paramètres sont-ils indicateurs de la nature des chloro-
plastes? 
Avant d'ouvrir le débat nous voudrions préciser un autre phénomène 
observé. 
Outre les problèmes mentionnés précédemment lorsque nous abaissons 
la température à 77 K, l'intensité de fluorescence d'une suspension de chlo-
roplastes varie considérablement d'une journée à l'autre. 
Pour ne donner qu'un exemple, l'intensité de fluorescence à 298 K 
d'une suspension de chloroplastes immédiatement après l'extraction est de l'ordre 
de 1000 à 1500 uV (A680=O.08 et 0.13). Vingt-quatre heures plus tard, 
181 
l'intensité de fluorescence de la même suspension ne sera plus que de 400 
à 1000 uV; 48 heures après l'extraction, l'intensité de fluorescence se 
maintient entre 150 et 400 uV. Il va sans dire que nous avons toujours 
travaillé dans le cas des chloroplastes séparés sur gradient,avec des suspen-
sions frafchement préparées. Maintenant revenons à la question. 
Nous avons rassemblé dans le tableau 8 les différents types de chlo-
roplastes avec leurs paramètres de fluorescence respectifs. 
A première vue il semble que les raports F735/F683 et F735/F690 sont 
indicateurs d'une relation entre la nature des chloroplastes et leur inten-
sité de fluorescence. 
Dans le cas des chloroplastes intacts et mixtes séparés sur gradient 
continu de Ludox, le rapport F735/F683 est similaire pour les deux types de 
chloroplastes, c'est dire que l'environnement de la chl a serait le même. 
Par contre, le rapport F735/F690 est différent; c'est dire que dans le PS l 
l'environnement de la chl a est différent pour chaque classe de chloroplastes. 
Dans le cas des chloroplastes intacts et cassés, séparés sur gradient 
continu de sucrase, le rapport F735/F683 est presque le même pour les deux 
classes de chloroplastes. Le rapport est de plus presque identique à celui 
des chloroplastes intacts et mixtes séparés sur gradient discontinu de Ludox. 
Le rapport F735/F690 des chloroplastes séparés sur gradient est beau-
coup plus grand dans le cas des chloroplastes cassés que dans le cas des chlo-
roplastes intacts. Il est même encore plus grand que le rapport des 
• 
TABLEAU 8: R~sum~ des paramêtres de fluorescence 
T ~ 298 K 
A680 F683 F683 
1. Suspension de chloroplastes bruts. 
0.1 310 uV 290 uV 




2. Suspension de chloroplastes întacts (Gradient de Ludox). 
0.07 1000 uV 900 uV 2.56 
3. Suspension de chloroplastes mixtes (Gradient de Ludox). 
0.08 1360 uV 1000 uV 3.1 
4. Suspension de chloroplastes intacts (Gradient de sucrose). 
0.13 440 uV 360 uV 2.92 
5. Suspension de chloroplastes cass~s (Gradient de sucrose). 










chloroplastes intacts et mixtes séparés sur gradient discontinu de Ludox. 
Les résultats précédents démontrent qulil semble exister un rapport 
entre l lé tat des chloroplastes et leurs paramètres de fluorescence. Pour 
établir rigoureusement la corrélation, il est clair que des données supplé-
mentaires seraient nécessaires. Nous pensons à 1 leffet de certains poisons 
de la photosynthèse, la dénaturation par la chaleur et le vieillissement. 
CHAPITRE IV 
TENTATIVES DE MESURE DE LA PHOSPHORESCENCE 
DE LA CHLOROPHYLLE a IN VIVO 
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Dans ce chapitre,nous couvrons une émission bien particulière à la 
photosyo~hèse, c1est-a-dire llémission de phosphorescence. Nous commençons 
par élaborer sur le rôle possible que peut jouer l létat triplet dans les pro-
cessus primaires de la photosynthèse; nous discutons ensuite de la détec-
tion de 1 létat triplet par certaines techniques expérimentales dont entre 
autre, la détection par l lémission de phosphorescence. Finalement,nous ter-
minons le chapitre en expliquant nos tentatives infructueuses de déterminer 
1 lémission de phosphorescence. 
IV.l Présence de 1 létat triplet dans les processus primaires de la pho-
tosynthèse. 
On reconnaît maintenant que 1 lacte initial de la photosynthèse est la 
formation d1un oxydant p+ et d1un réducteur X- résultant de l lexcitation du 
centre de réaction PX (Beddard 1976). 
De plus, on croyait (McIntosh et Bolton 1976) que dans le cas du PS l 
et du PS II, le précurseur de la réaction du transfert d1un électron, devait 
être à l létat singulet excité. Ce point de vue était basé sur le fait que le 
temps de vie de fluorescence estimé à 7 picosecondes (Zankel et coll. 1968) 
au centre de réaction était beaucoup trop court comparativement au temps de 
vie de la conversion intersystème de 5 nanosecondes de la chlorophylle in vi-
tro (Robinson 1967). 
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Mais la découverte d'un état triplet photoinduit chez la bactérie 
photosyrithétique (Outton et coll. 1973) et chez le chloroplaste (Uphaus et 
coll. 1974), a généré un débat a savoir si cet état triplet était un précur-
seur de la séparation des charges primaires tel le mécanisme suggéré par Bla-




l conversion i ntersystème 
(p 700)~ 1 séparation de charges 
p 700 + A; P 
l 
p 
relaxation spin-réseau (spin-lattice) 
+ A-P 700 
P 
relaxation chimique ( <2 us) 
+ P 700 A X l régénération (30 ms) 
0+ P 700 A X-
où $ et T désignent les états singulets et triplets de P700 
P désigne les espèces polarisées de spin 
o et X sont le donneur et 1 1 accepteur secondaire. 
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IV.2 Détection de l létat triplet 
La polarisation dlun spin à l létat triplet photo-excité a été obser-
vée entre autre par spectroscopie de résonnance paramagnétique électronique 
(RPE) chez les porphyrines basiques (Levanon 1974) et chez les chlorophylles 
a et b (Levanon et Scherz 1975; Clarke et coll. 1976) à basse température 
(77K). 
Blakenship et coll. (1975) observent des signaux RPE exhibant le phéno-
mène CIDEP (êhemically induced dynamic electron polarisation.) qui proviennent 
du photosystème 1; Mc Intosh et Bolton (1976) observent le même phénomène 
mais le signal proviendrait cette fois-ci du photosystème II. 
Des expériences de résonnance électronique dans un champ zéro par 
la technique de fluorescence induite de microondes (Hoff et van der Walls 
1976) ont montré qulil existait un triplet photoinduit chez le chloroplaste 
réduit et que ce triplet était lié au photosystème II. 
Outre sa participation dans la séparation primaire des charges, llétat 
triplet pourrait avoir un rôle à jouer lors de la fluorescence retardée de la 
chlorophylle (Shuva1ov 1976). 
Il est connu que les molécules de chlorophylles chez les plantes ver-
tes émettent de la lumière retardée (Strehler et Arnold 1951). 
Depuis cette découverte, plusieurs chercheurs (Arnold et Sherwood 1957, 
To1lin et Calvin 1957, Brugger et Franck 1958, Lavore1 1969) ont attribué 
cette ~mission à un processus de recombinaison trou-électron dans le chlo-
roplaste. 
D'autres (Robinson 1963, Franck et Rosenberg 1964, Lavorel 1969) ont 
suggéré que 1 '~tat triplet de la chlorophylle devait y jouer un certain rô-
le, c'est-à-dire que deux excitons triplet peuvent s'annihiler (fusion d'un 
exciton triplet) pour produire un ~tat singulet excit~ qui pourrait revenir 
a l'état fondamental par l'~mission d'un photon. L'argument le plus fort 
qui fût contre l'existence des ~tats triplets chez le chloroplaste est basé 
sur les mesures de photolyse ~clair qui a failli ~ d~montrer l'absorption 
triplet - triplet (Muller et coll. 1963, Porter et Strauss 1966). 
Stacy et coll. (1971) réexaminent le rôle de l'état triplet et relan-
lancent l'idée que la lumière retardée émise par les plantes peut s'expliquer 
par le modèle de la fusion d'un triplet; le médiateur de la production 
de ces triplets serait le centre de réaction du photosystême II. 
Plus récemment (Shuvalov, 1976),1 'état triplet aurait été mesuré à 
o l'aide de données de fluorescence retardée à 20 C et par la phosphorescen-
ce de la chlorophylle à 77 K. Selon l'auteur, la fluorescence retardée à 
0, 
20 C proviendrait de l'activation thermique d'un état triplet supérieur au 
niveau siDgulet excité de la chlorophylle, et à 77 K . il serait da à l'anni-
hilitation triplet- triplet. 
A la suite de tous ces travaux,on constate que l'intermédiaire formé 
aprês l'absorption d'un photon est un radical d'ions pairés (Dutton et coll. 
1973); mais on est loin d'avoir élucidé s'il existe une relation entre cet 
intermédiaire et 1 'état triplet détecté via RPE ou encore si l'état tri-
plet proviendrait de cet intermédiaire(Haberkorn et Beyerle 1977). 
IV.3 Détection de 1 'état triplet via 1 'émissionde phosphorescence 
La détection de l 'état triplet via 1 'émission de phosphorescence 
est également très limitée et plutôt contradictoire. 
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Quelques auteurs ont rapporté 1 'existence de phosphorescence TI- TI 
de la chlorophylle ~ avec deux maxima d'émission ~ 860-890 nm et 915 nm. 
(Calvin et Dorough 1948, Becker et Kasha 1955, Singh et Becker 1960: voir 
le résumé dans le tableau 9). 
L'émission de phosphorescence TI- TI de la chlorophylle ~ avec des maxi-
ma a 885 nm et 925 nm a également été citée. par Singh et Betker (1960). 
D'autre part, Fernandez et Becker (1959) ont cité une émission de phos-
phorescence n -TI avec un maximum a 733 nm pour la chlorophylle ~ et a 755 nm 
pour la chlorophylle ~. 
Plus récemment, Krasnovskii et coll. (1973, 1974, 1975) rapportent 
l'émission de phœphorescence des chlorophylles ~ et ~ ainsi que de certains 
de leurs analogues. 
Dans leur première publication 
décroissance de la phosphorescence 
(1973), ils suggèrent que le temps de 
-3 est d'environ 10 s; si les maxima 
de 1 'émission s'étendent dans 1 1 infrarouge. Les valeurs de ces maxima sont 
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TABLEAU 9: Résumé des paramètres de -phosphorescence des chlorophylles 
et de leurs ,dérivés 
AUTEUR ANNEE 
Calvin et Dorough 1948 
Becker et Kasha 1955 
Fernandez et Becker 1959 















TEMPS DE VIE s 
0.03 
> 5 x 10-4 
> 5 x 10-4 
---------------------------------------------------------------------------------------
Krasnovskii et coll. 1973 











Phosphorescence à 77 K 






Krasnovskii et coll. 1974 
Principaux maximum (nm) des spectres d'excitation,de phosphorescence et des 




















TABLEAU 9 (suite) 
Solvant 





































Principaux maximum de phosphorescence (nm) de la chlorophylle Q et de la phéophy-

















Paramètres de phosphorescence de la chlorophylle et de ses analogues en solution 
et films à 77 K. 
Pigment Diéthyl éther Pyridine agrégats 
(monosolvates) (disolvates) 
exc. em. T exc. em. T exc. em. T 
max max. ms max. max. ms max. max. ms 
nm nm nm nm nm. nm. 
Ch l orophy 11 e ~ 658 930 2.4 672 985 1.8 690-720 970-1000 1-1.2 
Phéophytine a 664 930 1.2 665 940 1.1 
Chlorophylle ~ 644 890 4.3 657 930 3. 1 940-1000 
protochlorophylle 622 845 11.5 636 910 4.5 633- ~6~6930 gJ protophéophytine 564,587 796, 897 9. l 569,592 798,905 10 700-745 0.9 
Mau 
Les termes "monosolvates et disolvates réfèrent 
aux pigments qui contiennent du magnésium. Les 
monosolvates sont prédominants dans le diéthyl 
éther, les disolvates sont prédominants dans les 
systèmes contenant de la pyridine et les agré-
gats dans les solvants non polaires et les . films. 
Chloroplastes et 100 mM de dithionite 
Em. max. (nm) T 
960 1 ,7 
et Puza 1977 
Maximum de phospho~'escence des chls (nm) 
SOLVANT PIGMENTS 
Chl a Phe a 
- -
Ethanol 960 932 
EPA 950 922 
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résumées dans le tableau 9 Par exemple, pour la chl a dans lléthanol 
les maxima se situent à 985 nm et 1050 nm avec un temps de vie de 1.6 ms. 
Dans leur seconde publication (1974),i1s étudient 1 leffet des sol-
vants sur les propriétés spectrales de phosphorescence des chlorophylles ~ 
et ~ ainsi que de la phéophytine ~ et~. Les résultats de leur expérience 
sont présentés dans le tableau 9. Leurs résultats sont accompagnés des 
conclusions suivantes: 
i) la phosphorescence de la chl ~ dans les solvants polaires est ob-
servée dans la région À> 900 nm avec un temps de vie T = 2.0 ± 0.2 ms. 
Dans le mélange EPA (éther: pentane: éthanol 5:5:2),le maximum de llémission 
de phosphorescence de la chl ~ est à 970 nm; dans le même mélange le maxi-
mum de l lémission de phosphorescence de la chl b se situe à 890 nm. 
ii) Le maximum de l lémission dans le cas des phéophytines dans plu-
sieurs solvants est déplacé vers les plus courtes longueurs d1onde; par exem-
ple, il se situe à 935 nm dans le cas de la phéophytine ~ dans lléthanol. 
Il est à remarquer dans cette deuxième plublication (1974) que des 
bandes d1émission ont été éliminées par rapport à la publication de 1973. 
Dans leur troisième publication, ils présentent de nouveau les para-
mètres de phosphorescence de la chlorophylle et de ses analogues ainsi que 
du chloroplaste : et de feuilles étiolées. Les résultats de leurs expérien-
ces sont de nouveau présentés dans le tableau 9 La conclusion à retenir 
est que l lémission de phosphorescence serait due aux solvates de courte 
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longueur d'onde dans les solvants polaires et aux monomères et aux agrégats 
dans les solvants non-polaires. 
La même équipe russe aurait finalement détecté la phosphorescence de 
la protochlorophylle in vitro (Krasnovskii et coll. 1971), de la protochlo-
rophylle in vivo (Krasnovskii et coll. 1975). 
Tentant probablement d'élucider le problème, un autre groupe (Mau et 
Puza 1977) se lance dans la bataille de la d~tection de la phosphorescence 
de la chlorophylle. Leurs résultats sont présentés dans le tableau ,9 ~ 
la suite des travaux de Krasnovskii et coll. On remarque que le maximum 
d'émission de la chl a dans l'éthanol ou dans 1 'EPA diffère du maximum d'é-
mission trouvé~ par 1 'équipe russe. Dans le cas du maximum d'émission de 
la Phe ~ , de la chl ~ et de la Phe b les résultats sont ~ peu près similai-
res pour les deux équipes de recherche. 
Suite ~ tous ces résultats,nous avons tenté d'embarquer dans la cour-
se de la détection de la phosphorescence de la chl ~ in vivo. 
IV.4 Nos essais sur la détection de la phosphorescence de la chlorophylle 
in vivo 
Nous avons fait des tentatives pour déceler 1 'émission de phosphores-
cence de la chl a "in vivo". 
Nos premiers essais ont été effectués ~ 1 laide du spectrofluorimètre 
laser équipé du détecteur pour le visible et le proche infra-rouge. 
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Les suspensions de chloroplastes intacts ou les suspensions de chlo-
roplastes bruts dans le glycérol 60 % n'ont montré " aucune émission dans 
le domaine spectral entre 800 et 1100 nm ~ 298 K ou à 77 K. 
Les mêmes suspensions auxquelles nous avons ajoutés 100 mM de dithio-
nite de sodium ne montrent pas d'émission entre 800 nm et 1100 nm à 298 K 
ou à 77 K. 
Des suspensions de chloroplastes dégazées ne montrent pas d'émission 
non plus dans le domaine spectral déjà mentionné. 
Les chloroplastes sont dégazés de la manière suivante: 
Un volume de chloroplastes est déposé dans un ballon re1ié à une cellule. 
Le dispositif est tel qu'il permet de dégazer une solution et de la trans-
férer dans la cellule sous vide: la suspension de chloroplastes dans le gly-
cérol 60 % est refroidie à la température de l'azote liquide. Un vide de 
1.33 x 10-3 Pa 1.33 x 10-4 Pa est appliqué sur la suspension. Puis on 
laisse le milieu revenir à la température ambiante. 
De nouveau la suspension est refroidie et le vide est appliqué. Cet-
te opération est faite 5 fois. 
Lorsque l'opération est terminée, une partie de la suspension de 
chloroplastes est transférée dans la cellule. 
Le spectre de fluorescence à 298 K de cette suspension de chloroplastes 
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683 nm et le satellite vibrationnel vers 735 nm. Aucune émission de phos-
phorescence n'est détectée entre 770 et 990 nm. 
Si on abaisse la température ~ 77 K (figure 4l),on observe la pre-
miêre bande de fluorescence à 683 nm et la seconde ~ 735 nm. L'épaulement 
vers 690-695 nm n'est pas résolu car les fentes utilisées sont de 8 nm. De 
plus, même si on augmente la sensibilité du détecteur entre 780 et 1100 nm, 
aucune émission de phosphorescence n'est détectée (figure 45). Nous obser-
vons seulement la lente décroissance de la bande de fluorescence à 735 nm. 
Une suspension de chloroplastes dans le glycérol 60 % auquelle on a 
ajouté 50 mM de dithionite de sodium a été traitée sous vide de la même fa-
çon que la suspension précédente. 
Son spectre de fluorescence à 77 K est montré à la ftgure 43. Il 
s'agit de nouveau d'une bande de fluorescence à 683 nm et d'une bande très 
intense à 735 nm. Aucune émission de phosphorescence est détectée jusqu'à 
1100 nm. Entre 780 et 1100 nm nous observons la lente décroissance de la 
bande de fluorescence à 735 nm. Cette décroissance est du même type, telle 
que déjà présentée à la figure 42. 
IV.5 Les contraintes à la mesure de .l ' émis~ion de Phosphorescence 
Jusqu'à présent, nous n'avons pas détecté l'émission de phosphorescen-
ce de la chlorophylle soit ~ vivo ou soit in vitro. Nous pensons que les 
contraintes à mesurer l'émission de phosphorescence de la chl se résument 
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L'émission de phosphorescence est dans le proche infra-rouge. La 
plupart des détecteurs sont insensibles dans cette région. Nous pensions 
que notre cellule photovoltaique serait suffisamment sensible pour détecter 
le signal. 
Mais le rendement quantique de phosphorescence semble être très fai-
ble. Selon Krasnovskii et coll. (1977), le rendement quantique de phospho-
-5 -4 S 1 rescence des chlorophylles est de 10 et sa demi-vie est de 10 s· e on 
Mau et Puza (1977), le rendement quantique de phosphorescence de la chl ~ , 
. -5 phéo ~, chl ~, et phéo ~ seralt de 5 x 10 . 
Si le rendement quantique est aussi faible, il y a de sérieuse raison 
de penser que notre système de détection pour le visible et le proche infra-
rouge (mesure de la phosphorescence en continu) nlest pas assez sensible. 
Une méthode indirecte de mesurer la sensibilité du système est le rap-
port signal de fluorescence sur bruit (S/N). En fluorescence, le signal maxi-
mum que nous pouvons obtenir à 735 nm et à 77 K. est 4000 uV. L'échelle de 
sensibilité de 10 uV de 1 'amplificateur lock-in est la limite pour que le si-
gnal d'une émission ne se confonde pas avec le bruit. Ceci indique que le 
rapport signal/bruit maximum est de 400. Pour un rendement quantique de 5 x 10-5 
il faudrait donc un rapport SIN 2 x 106/1. Il est clair que le systè-
me pour le visible et le proche infra-rouge nlest pas assez sensible pour me-
surer un signal de phosphorescence. 
Le spectrophosphorimètre décrit à la section II.4 a permis d'augmenter 
le rapport signal/bruit à 3500/1. 
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Avec ce système,l 'intensité du signal d'émission a été mesurée à 
77 K à tous les 10 nm jusqu'à 1100 nm dans des suspensions de chloroplastes 
bruts contenant 100 mM de dithionite de sodium. Aucun signal de phospho-
rescence n'a été détecté. 
Selon Shuva10v (1976), le rendement de la formation de l'état triplet 
au niveau du PS 1 est 0.9 fois le rendement de P-700-. In vitro,le rende-
ment de la formation de l'état triplet de la chl a et de la chl b est de 
0.64 et 0.88 respectivement (Porter et Strauss 1966). 
Si le rendement quantique de phosphorescence est si faible, il faut 
croire que le destin de l'état triplet est orienté vers un processus de re-
laxation autre que l'émission de phosphorescence. 
Selon Mau et Puza (1977), l'émission de phosphorescence peut aussi 
être masquée par la présence de certaines impuretés. 
In vitro la phosphorescence de la chl peut être atténuée par les ca-
roténoides. 
In vivo, l'état triplet de la chlorophylle n'échappe pas davantage 
aux "quenchers". Selon Krasnovskii et coll. (1977).après la formation de 
l'appareil photosynthétique, le quenching de la luminescence provenant de 
l'état triplet est observé. 
Les auteurs expliquent le phénomène par les deux hypothèses suivantes: 
1 'état triplet participe à la photochimie primaire 
avant le processus de transition radiative (phospho-
rescence). 
Il pourrait y avoir quenching de 1 'état triplet suite 
à la migration non radiative entre molécules de chlo-
rophylle pour se terminer à un quencher où il y au-
rait dissipation énergétique sous forme de chaleur 
(conversion interne) 
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Les caroténoides et les agrégats de chlorophylle aux grandes longeurs 
d'onde seraient les quenchers. 
Pour observer la phosphorescence de la chl in vivo, les auteurs sug-
gèrent des agents qui détruisent la structure naturelle du chloroplast~ · {v.g . 
chauffé au delà de 50oC, utiliser les solvants organiques, les détergents). 
Le dithionite de sodium est utilisé car cet agent réducteur stimule 
la phosphorescence. Il semble que 1 lagent réducteur pourrait empêcher l'état 
triplet de participer à la photochimie primaire. 
Comme ces conditions ont été respectées, il ne reste plus qu'à augmen-
ter la sensibilité du système de détection. 
Nous pensons qui avec un photomultiplicateur du type $-1 (EMI) nous 
pourrions faciliter nos chances de détecter le signal de phosphorescence. 
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Le détecteur couplé au système pour le visible et le proche infra-
rouge (mesure de luminescence en continu) ou au spectrophosphorimètre la-
ser (mesure discontinu de luminescence) nous permettrait, en premier lieu, 
de compléter cette étude. Dans un avenir immédiat, nous pourrions orien-




Quelle_~Cjue soient les mesur,~s' eXRé[il)1enta,les etfeçtl!ées~!,_un système 
in yjyo, il serait souhaitable dans un avenir prochain d'avoir nos propres 
cultures de feuilles d'épinard. Une source d'épinard contrôlée se reflète 
sur la qualité des feuilles. 
Par exemple,le rendement de chloroplastes intacts dès l'extraction 
des feuilles pourrait facilement être augmenté si nous pouvions choisir des 
plantes qui sont jeunes. 
Les chloroplastes qui sont extraits de plants plus agés sont riches 
en grains d'amidon. Lors de la centrifugation ces grains sont poussés vers 
les membrane's et causent leur rupture (Leech 1964). On peutrninimiser la 
synthèse de l'amidon si l'intensité de lumière. est contrôlée. 
Le broyeur à hélice est également trop destructeur (Walker 1965). 
Un . appareil tel le polytron devrait fournir de meilleurs rendements. 
Nous avons déjà parlé du milieu de resuspension qui maintient la pres-
sion osmotique du milieu. Désormais le sorbitol devrait être utilisé à la 
place du sucrose. 
Quelques techniques peuvent nous indiquer le pourcentage de chloroplas-
tes intacts dans une suspension de chloroplastes. Entre autres,il y a la mi-
croscopie électronique et la réaction de Hill. 
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La microscopie électronique est une méthode adéquate mais elle exige 
beaucoup de temps. La réduction du ferricyanure est une technique assez 
courte et suffisamment efficace. 
Sur une moyenne statistique,elle permet de faire une . bonne évaluation 
du pourcentage de chloroplastes intacts. 
La séparation de chloroplastes sur gradient continu de sucrose a été 
l'étape préliminaire ou plutôt une étape d'essai pour séparer les chloroplastes 
sur gradient de densité. Dans l'ensemble la séparation est efficace. 
Mais ce type de gradient a le désavantage d'inhiber une activité 
photosynthétique importante, c'est-a-dire 1 'émission d'oxygène sous l'action 
de la lumière lorsque le CO2 est 1 1 oxydant unique. 
Comme Morgenthaler et coll. (1974) avaient démontré que les chloroplastes 
séparés sur gradient continu de Ludox conservaient cette activité nous avons 
entrepris la séparation des chloroplastes sur ce type de gradient. 
Le gradient continu de Ludox nia pas toujours été efficace pour sépa-
rer les chloroplastes intacts des cassés. Par contre,la séparation sur gra-
dient discontinu de Ludox a toujours été répétitive. 
La séparation des chloroplastes sur gradient de densité de Ludox A.M. 
a permis de faire augmenter le pourcentage de chloroplastes intacts de 25 à 40% 
qu'il était dans une extraction simple à 75-80%. 
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La spectroscopie de fluorescence à 77 K des suspensions de chloro-
plastes semble indiquer qu'il existe une relation entre l'émission de fluo-
rescence et la nature des chloroplastes. Des démonstrations expérimentales 
supplémentaires seraient nécessaires pour renforcir cette hypothèse. 
Aucune émission de phosphorescence n'a été détectée avec l'appareilla-
ge que nous avons déjà décrit. En augmentant le rapport signal/bruit du 
spectrophosphorimètre laser, nous aurions de meilleures chances de démontrer 
l'existence de l'état triplet. 
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